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AFM : Microscopie à force atomique 
AP : ammonium phosphate  
AS : ammonium sulfate 
Cadd : constante additive  
CBPTI , Cb: Concentration en BPTI (mg/ml sauf indication contraire) 
Déca : Décamère 
DL : Diffusion de Lumière 
DLS : Diffusion Statique de Lumière  
DO : Densité Optique  
DQEL : Diffusion Quasi-élastique de Lumière 
d.r. : démixtion rapide 
DXPA : Diffusion de Rayons X aux Petits Angles  
ESRF : European Synchrotron Rayonnement Facility 
FF : Facteur de Forme 
FS : Facteur de Structure 
F_xxx : forme cristalline de type xxx 
K : KSCN 
LURE : Laboratoire pour l’Utilisation du Rayonnement Electromagnétique 
MCF : Microscopie confocale à fluorescence  
Mono : Monomère 
MRD : Magnetic Relaxation Dispersion 
NdC : Noir de Carbone  
% Vol. ph. : pourcentage volumique des deux phases  
PPC : Phase peu concentrée 
PTC : Phase très concentrée 
Qi : paramètre de qualité de l’ajustement IDL 
Rg : Rayon de giration 
RMN (ou NMR) : résonance magnétique nucléaire 
RX : Rayons X 
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CHAPITRE I : INTRODUCTION 
 
1.A. Généralités et contexte global du travail 
 
L’environnement scientifique et industriel actuel nécessite de puissants moyens de 
détermination des structures de protéines. En effet, la génomique en plein essor et l’industrie 
pharmaceutique génèrent à l’heure actuelle un fort flux de nouvelles molécules complexes. 
Dans le premier cas il s’agit de protéines inconnues dont la découverte est due à l’exploration 
du génome, qui à lieu grâce à l’avènement des techniques informatiques et biochimiques 
nouvelles. Dans le second cas il s’agit de protéines ou de molécules organiques et 
inorganiques dont l’activité n’est pas bien connue. Dans les deux cas, il est indispensable de 
connaître le rôle et l’activité de ces molécules dans le métabolisme, ce qui est possible si l’on 
peut les rapprocher, tout ou partie, de structures biologiques à l’activité connue (par exemple 
de sites enzymatiques actifs déjà connus). Pour ce faire, le biologiste ou l’industriel doit 
nécessairement connaître la structure moléculaire de la particule. 
L’étude structurale des protéines utilise uniquement la technique de diffraction de 
Rayons X (RX) pour les protéines de masse supérieure à 30kDa (pour les protéines de masse 
inférieure à 30kDa, on peut utiliser la RMN et la diffraction de Rayons X). Cette technique 
nécessite des cristaux de la molécule étudiée de bonne taille (>50µm) et de bonne qualité 
cristallographique. Or l’étape de l’obtention des cristaux de protéines est à l’heure actuelle un 
véritable goulot d’étranglement dans le processus de détermination des structures 
moléculaires. Pour remédier à ce problème certains laboratoires ont recours à des procédures 
robotisées d’essais systématiques de toutes les conditions de cristallisation, telles que pH, type 
d’agent cristallisant, température, etc.… Les méthodes systématiques sont cependant loin de 
produire des résultats très satisfaisants, par exemple, le programme de génomique structurale 
sur la levure mené par le génopole d’Evry n’a permis d’obtenir que 13 structures sur 215 
protéines exprimées (Fig. 1.A.1.). Plus précisément, l’observation de la Fig. 1.A.1. montre 
que sur 288 protéines ciblées 215 peuvent être exprimées, et seulement 131 peuvent être 
solubilisées, ce qui est une première difficulté (50% de perte). Puis, sur 83 protéines purifiées, 
seulement 25 cristallisent, ce qui signifie que l’étape « cristallisation » proprement dite fait 
obstacle dans le cas de plus des 2/3 des protéines. Il est donc nécessaire d’améliorer le 
rendement de cette étape, qui est le goulot d’étranglement principal de la chaîne.   
Chapitre 1 : Introduction 
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Target 
s    Cloning    Expression    Solubility   Purification   Fold   
NMR 
resolution   Crystallization    
X - Ray 
resolutio
n    
288  
targets   
259  
cloned    
1 no  
clone    
18 in  
prog.    
215  
expressed    
27 no 
expression    
3  
degradated    
12 in prog.    
131  
soluble    
71 not  
soluble    
14 in  
prog.    
83 purified   
0 not 
purified   
95 in prog.   
14 
unfolded   
0 solved 
by NMR   
2 in prog.   
25  
crystallized    
3 no crystal    
38 in prog.    
13 solved 
by Xrays   
2 in prog.  
Fig. 1.A.1. Etat des lieux au 25/10/04 du projet de génomique structurale de la levure mené 
par le génopole d’Evry et plusieurs laboratoires d’Ile de France (http://genomics.eu.org). 
 
1.B. Contexte scientifique au CRMCN 
 
Pour résoudre la difficulté de la cristallisation des protéines, certains laboratoires 
adoptent une démarche moins automatique, et cherchent à comprendre fondamentalement les 
mécanismes de la croissance cristalline. Pour être capables d’une obtention rapide et maîtrisée 
de cristaux, les chercheurs impliqués dans cette démarche doivent connaître la physico-chimie 
de chaque étape de la cristallisation, et les caractéristiques des systèmes susceptibles de 
cristalliser. Les conditions de nucléation sont donc étudiées, du point de vue 
thermodynamique (Boistelle et al. 1985), la théorie classique de la nucléation des petites 
molécules a été extrapolée aux protéines. Les diagrammes de phases traduisant l’état des 
protéines en solution sont explorés, tant expérimentalement (Muschol et Rosenberger 1997; 
Galkin et Vekilov 2000) que théoriquement (Wolde et Frenkel 1997; Piazza et al. 2003). Les 
interactions inter-protéines en solution sont aussi étudiées (Tardieu et al. 1992, Belloni 1994). 
Le groupe « Cristallisation en Solution », du CRMCN, travaille dans cette optique. La 
recherche qui y est effectuée porte sur l’étude de systèmes modèles, de molécules d’intérêt 
pharmaceutique, mais surtout de protéines. La cristallisation de ces dernières est étudiée à ses 
différents stades, nucléation, croissance, corrélations avec d’autres phénomènes, tels que la 
transition de phases liquide-liquide. Pour ce faire nous utilisons un environnement 
expérimental large : banc de diffusion de lumière, AFM, microscopes optiques, cellules de 
cristallisation contrôlées en température, techniques utilisant le rayonnement Synchrotron, 
entre autres. 
 
1.C. Présentation brève du Système  
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C’est dans le contexte de l’axe de recherche sur les conditions de cristallisation des 
protéines que se situe ma thèse. Elle porte en particulier sur le BPTI ou Inhibiteur de Trypsine 
du Pancréas de Bovin, une petite protéine globulaire d’utilité pharmaceutique, qui sert 
notamment d’anti-coagulant en chirurgie cardiaque, aussi connue sous le nom d’Aprotinin.  
Cette protéine possède plusieurs particularités remarquables, notamment celle de 
présenter un équilibre Monomère-Décamère en solution, variable suivant le pH (Hamiaux et 
al. 2000; Gottschalk et al. 2003), et de subir une transition de phase liquide-liquide (ou 
démixtion) thermo-induite à pH acide (Lafont 1996 ; Grouazel et al. 2002). Ce phénomène 
métastable est situé dans la zone de cristallisation du diagramme de phase, ce qui suggère que 
cristallisation et transition liquide-liquide peuvent avoir une influence mutuelle. Il est même 
proposé à l’heure actuelle dans la littérature que la nucléation serait provoquée ou favorisée 
par la démixtion (Wolde et Frenkel 1997 ; Galkin et Vekilov 2000). Nous définirons 
précisément les notions qui viennent d’être évoquées dans le chapitre 2.  
 
1.D. Objectifs et démarche de ma thèse 
 
Mon travail de thèse porte sur l’étude des relations entre transition de phase liquide-
liquide et cristallisation du BPTI en solution. Pour cela nous aborderons les aspects suivants : 
détermination des diagrammes de phase du BPTI, oligomérisation du BPTI en fonction du 
pH, interactions inter-protéines en solutions et propriétés de cristallisation. 
Par l’étude des diagrammes de phases du BPTI, nous caractériserons la binode d’un point de 
vue thermodynamique et cinétique. En particulier nous nous intéresserons aux divers 
mécanismes de démixtion existants, et leurs influences respectives sur  le comportement 
physique des solutions. 
Par une série de manipulation de DXPA, nous caractériserons l’oligomérisation du BPTI en 
solution. L’état d’oligomérisation des solutions sera déterminé en démixtion ou non, à pH 
acide en fonction de la température, et hors démixtion à différents pH, en fonction du type de 
sel. 
Dans un dernier temps, nous déterminerons les interactions inter-protéines en solution 
démixée ou non démixée, et nous établirons un lien entre ces interactions inter-protéines et les 
propriétés structurales du BPTI. 
Chapitre 2 : Présentation du système physique et objectifs de thèse 
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CHAPITRE 2 : PRESENTATION DU SYSTEME PHYSIQUE ET OBJECTIFS DE 
THESE 
 
Nous présenterons dans ce chapitre le système physique sur lequel nous avons travaillé 
durant la thèse. Nous y dresserons un état de l’art concernant les aspects utiles à notre travail, 
les travaux qui précèdent le notre et sur lesquels il s’appuie. Nous aborderons notamment la 
question de l’oligomérisation du BPTI en solution, celle des interactions régissant ce système, 
certaines de ses propriétés d’intérêt pour la cristallogénèse, et de ses propriétés structurales. 
Ces divers aspects soulèvent des questions qui forment le « moteur » de notre thèse, et nous 
énoncerons donc après leur présentation le ou les aspects de notre travail les concernant.  
 
2.A. Le matériel en solution 
 
2.A.1. La protéine : l’Inhibiteur de Trypsine du Pancréas de Bovin 
 
2.A.1.1. Historique de la détermination de la structure du BPTI 
 
Le BPTI fut découvert de manière indépendante par Kraut et al. (Kraut et Werle. 
1930) comme « inactiveur » de la kallikréine dans les nodules lymphatiques du bœuf, et par 
Kunitz et Northrop (Kunitz et Northrop 1936) comme inhibiteur de la trypsine du pancréas de 
bovin, ces derniers proposant le premier protocole d’extraction de la molécule. Par la suite, de 
nombreuses études ont permis de mieux caractériser cette protéine, en mettant en évidence, 
outre son rôle de puissant inhibiteur de la trypsine (constante de dissociation du complexe de 
l’ordre de 10-14M), sa faculté d’inhibiteur d’autres enzymes. Les premiers cristaux de BPTI 
obtenus le furent par Northrop et al. (Northrop et al. 1948), dès 1948 dans une solution saturée 
de sulfate de magnésium ou de sulfate d’ammonium à 70%, à pH légèrement acide. Les 
premières études structurales furent alors menées sur ces cristaux par Crick (Crick 1953), et 
permirent de déterminer le groupe d’espace des cristaux hexagonaux (C632) et de prédire que 
l’unité asymétrique était composée de 5 molécules. En 1965-66 les premières informations 
structurales furent publiées par Kassel et Laskowski (Kassel et Laskowski 1965), et Anderer 
et Hornle (Anderer et Hornle 1965), notamment la séquence des 58 acides aminés constituant 
la protéine. Plus tard Huber et al. (Huber et al. 1970) cristallisèrent le BPTI sous deux formes 
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polymorphiques, et résolurent la première structure cristallographique du BPTI. A pH 6,5 
dans 3M de sulfate d’ammonium, ils obtinrent des cristaux monocliniques (P21) contenant 
deux molécules par unité asymétrique avec les paramètres de maille suivants : a=28,7Å, 
b=72,3Å, c=28,7Å et β=62°. A pH 10 dans 2,25M de diphosphate de potassium, il obtinrent 
des cristaux orthorhombiques (P212121) avec 1 molécule pour unité asymétrique et les 
paramètres de maille suivants : a=43,1Å, b=22,9Å, c=48,6Å. Ces cristaux furent désignés 
comme la forme I, leur structure fut déterminée à 1,8Å de résolution. Cette résolution fut 
étendue à 1,5Å par Diesenhofer et Steigmann (Diesenhofer et Steigmann 1975) en 1975. En 
1983, Walter et Huber (Walter et Huber 1983) identifièrent une nouvelle forme cristalline du 
BPTI, la forme II, dans le groupe d’espace P212121 et les paramètres de maille : a=74,1Å, 
b=23,4Å, c=28,9Å. Cette structure fut déterminée à 0,94Å de résolution, les cristaux étant 
obtenus à pH 10 dans un tampon à 0,5M K/Na phosphate. Le faciès de ces cristaux était de 
type bipyramide tétragonale. Plus tard, en 1987, Wlodawer et al. (Wlodawer et al. 1987) 
déterminèrent à partir de cristaux de faciès plaquettes la structure de forme III, à 1,5 Å de 
résolution, avec un groupe d’espace P21212 et les paramètres de maille suivants : a=55,2Å, 
b=38,2Å, c=24,05Å. L’ensemble des données concernant les structures des cristaux de BPTI 
sont regroupées dans le Tab 2.A.1.1.  
 
forme A B B  C I III II 
Code PDB 1BHC 1BOC 2HEX 1BZ5 4PTI 6PTI 9PTI, 1BPI
U. As. 10 5 5 5 1 1 1 
pH 4,5 4,5 6,5 4,5 10,5 10-13 10 
Groupe 
d’espace 
P21 P6422 P6422 P6322 P212121 P21212 P212121 
Sel SCN- Cl- SO42- SO42- 2.25M 
Phosphate 
1.5M 
K2HPO4 
K/Na 
HPO4 
Mph. C. Plaqu. Bipy. Bipy. 
C. 
Bagu. Plaqu. Plaqu. Bipy. 
Auteurs 2 1, 2 2 2 7, 8 6 9 
1Lafont, 2Hamiaux 2000, 3Gouazel et al. 2002, 6Wlodawer et al. 1997, 7Huber et al. 1970, 
8Deisenhofer et al. 1975, 9Eigenbrot et al. 1991. 
Lexique : U. As.= Unité Asymétrique, Mph. C.= Morphologie du cristal, Bipy. (C.)= 
Bipyramides (Cryo), Plaqu.= Plaquettes, Bagu.=Baguettes 
Tab. 2.A.1.1. Données cristallographiques utiles concernant les 6 types de cristaux de BPTI 
connus. 
 
Enfin, récemment, Hamiaux et al. (Hamiaux et al. 1999) déterminèrent trois nouvelles 
formes cristallines du BPTI en pH acide (4,5), en présence de thiocyanate de potassium, de 
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chlorure de sodium et de sulfate d’ammonium (resp.), dénommées A, B et C (resp.), de 
groupes d’espaces et les paramètres de maille suivant  P21: a=64,47Å, b=73,83Å, c=71,56Å , 
P6422: a=b=95,47Å, c=159,69Å  et P6322: a=b=120,48Å, c=111,30Å   (resp.), avec des 
résolutions de 2,7, 2,3 et 2,58Å (resp.). 
 
2.A.1.2. Description physique de la protéine 
 
Le BPTI est une petite protéine globulaire de masse Mw=6511Da, constituée d’une 
seule chaîne de 58 acides aminés repliée en forme de poire. Elle mesure 29 Å dans sa plus 
grande dimension et 19 Å de diamètre dans sa partie inférieure. Son point isoélectrique est 
proche de 10,5 (Kassel 1970), ce qui s’explique par la présence de 10 résidus basiques 
(lysines et arginines) au sein de la séquence. La structure secondaire de la protéine est 
constitué par un feuillet β antiparallèle composé de deux brins, flanqué de deux hélices α 
situées en N et C-terminal, ayant leur groupement hydrophile exposé au solvant ; l’interaction 
des hélices avec le feuillet β assure une augmentation substantielle de la stabilité de la 
molécule (Huber et al. 1970). Le site actif, la lysine 15, se trouve sur une boucle au sommet 
de la molécule, facilement accessible. L’ensemble de la structure est stabilisé par la présence 
de 3 ponts di-sulfure (5-55, 30-51, 14-38), dont deux sont enfouis dans la protéine, et le 
troisième est exposé au solvant environnant et peut être facilement et sélectivement réduit. La 
Fig. 2.A.1.1. représente un monomère de BPTI. 
 
 
Nter 
Cter 
5-55 
30-51
14-38
Lys 15
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.A.1.1. Monomère de BPTI. 
 
2.A.1.3 Une protéine modèle ? 
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 La cristallogénèse des protéines en solution s’appuie sur l’étude de systèmes appelés 
« protéines modèles ». Devient « modèle » une protéine dont les diverses propriétés sont 
étudiées exhaustivement par la communauté scientifique, par de nombreuses techniques 
expérimentales, en vue d’extrapoler les connaissances acquises sur cette protéine bien connue 
aux autres protéines. Au titre de la quantité d’études réalisées sur lui au cours des dernières 
décennies, (comme on le verra dans les parties suivantes) le BPTI est bien une protéine 
modèle. Par contre, son comportement très original en rend l’étude ardue, et n’est pas 
immédiatement extrapolable aux autre systèmes : on peut notamment citer une solubilité 
directe ou inverse en fonction du sel utilisé, un polymorphisme en fonction de la température, 
du pH et du sel, la présence d’une transition liquide-liquide et des propriétés 
d’oligomérisation en solution inhabituelles (ces points seront abordés dans la suite). Dans ces 
conditions, l’intérêt de l’étude de cette protéine se trouve justement dans l’originalité de cette 
dernière, et dans la bonne connaissance que les études précédentes ont permis d’en avoir. 
 
2.A.2. A propos des oligomères en solution 
 
La question de l’oligomérisation du BPTI en solution est cruciale et est l’objet d’une 
controverse qui dure encore, et même est à l’heure actuelle un point central dans l’étude de 
cette protéine modèle. L’un des objectifs de notre travail a consisté à tenter d’apporter des 
réponses claires et solides à cette question. Nous allons à présent dresser un « état de l’art » 
sur ce sujet.  
 
2.A.2.0. Une polémique de longue date 
 
Les premiers désaccords concernant l’état d’oligomérisation de BPTI remontent à 
1965, car la masse moléculaire de 11700Da  déterminée en 1960 pour le BPTI par Kraut et al. 
(Kraut et al. 1960), ne correspond pas à celle de la séquence du BPTI déterminée par Kassel et 
Laskowski en 1965 (Kassel et Laskowski 1965), (6511Da). Une polémique sur la 
dimérisation du BPTI apparaît, lorsque Anderer et Hornel, en 1965 (Anderer et Hornel 1965), 
montrent qu’après filtration sur gel le BPTI se comporte comme un monomère en solution. En 
1966, un élément de réponse est apporté par Scholtan et Lie (Scholtan et Lie 1966) : en 
étudiant le BPTI purifié par électrophorèse, ils détectent la présence de contaminants de faible 
masse moléculaire et montrent qu’en séparant ces petites molécules par gel filtration, le BPTI 
retrouve un comportement monomérique.  
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Dans les années 80 sera défendue et combattue la thèse d’un BPTI présent en solution 
sous forme dimérique. Les études réalisées à cette époque l’ont été pour des solutions en 
présence de sel NaCl ou KCl à des concentrations comprises entre 0,1 et 0,5M,  dans une 
gamme de pH allant de 1 à 9,9, avec des concentrations en BPTI de 1 à 68mg/ml, à 
température ambiante, suivant les auteurs.  
Les premiers défenseurs de la dimérisation du BPTI furent Tischenko et  Gorodkov, cités dans 
une revue par Privalov (Privalov 1979), qui déduisirent d’un rapport d’enthalpies obtenues par 
microcalorimétrie ∆Hcal/∆Hvan’t Hoff, proche de 0,5 au lieu de 1, que le dimère était présent lors 
du processus de dénaturation. Cette hypothèse fut encore défendue par Wills et Georgalis 
(Wills et Georgalis 1981), qui réalisèrent une étude par diffusion de lumière sur la dépendance 
du coefficient de diffusion du BPTI en fonction de sa concentration, pour une concentration 
variant entre 8 et 30mg/ml, à un pH de 7 (tampon Phosphate 20mM), en présence de 0,35M 
NaCl, à l’ambiante. Ces deux auteurs ajustèrent la variation de leur coefficient de diffusion en 
utilisant  un potentiel attractif représentant la dimérisation. 
Cependant, deux études, publiées en 1983 et 1989 contestèrent ces résultats et plaidèrent en 
faveur d’un comportement monomérique du BPTI en solution. Ainsi, en 1983, Moses et Hinz 
(Moses et Hinz 1983) montrèrent par de nouvelles études de microcalorimétrie qu’à 0,1M 
NaCl, dans une gamme de pH allant de 1 à 7 et une gamme de concentration en protéine allant 
de 1 à 17 mg/ml, que le rapport ∆Hcal/∆Hvan’t Hoff était en fait proche de 1, contrairement aux 
affirmations de Tischenko et Gorodkov, et confirmèrent ces résultats par des expériences 
d’ultracentrifugation analytique montrant que dans ces conditions expérimentales la masse 
apparente du BPTI correspondait à celle d’un monomère (6300-6600Da). Par ailleurs 
Gallagher et Woodward (Gallagher et Woodward 1989) entreprirent en 1989 une vaste étude 
par diffusion de lumière (DL). Deux séries d’expériences furent effectuées, la première ayant 
pour objet l’étude de l’effet du pH (de 2,6 à 9,9) à force ionique constante (0.3M KCl), la 
seconde l’effet de la force ionique (0,1 à 0,5M NaCl) à pH 7, sur une gamme de concentration 
en protéine allant de 3 à 68 mg/ml pour la première série et 3 à 52 mg/ml pour la seconde, à 
20°C. Dans tous les cas, les résultats montrent que la baisse du coefficient de diffusion, 
observée lorsque la concentration en protéine augmente, ne doit pas être interprétée en terme 
d’agrégation mais comme résultant de la présence d’interactions attractives entre les 
monomères présents en solution. Enfin, Tuchsen (Tuchsen 1987) confirma l’absence 
d’agrégation par des études de RMN, portant sur des solutions de concentrations en protéine 
allant de 1,3 à 26mg/ml, en présence de 0,3M KCl, à 25°C et pour des valeurs de pH allant de 
1,7 à 4,6. 
Chapitre 2 : Présentation du système physique et objectifs de thèse 
___________________________________________________________________________ 
9
 
Par la suite, deux études relancèrent l’hypothèse de la dimérisation. En 1991, Zielenkiewicz et 
al. (Zielenkiewicz et al. 1991) utilisèrent des calcul de dynamique moléculaire pour montrer 
qu’à pH 7, la molécule de BPTI possèderait une surface auto-complémentaire favorisant une 
association intermoléculaire principalement hydrophobe de type dimère. Dans la seconde 
étude, Ilyina et al. (Ilyina et al. 1997) utilisèrent la technique de RMN à gradient de champ 
pulsé pour étudier en fonction de la température (de 37°C à 2°C) des solutions à 1, 10 et 
30mg/ml, avec 0,15 et 0,2M NaCl, à pH 5.5. La baisse du coefficient de diffusion observée 
pour les solutions à 30mg/ml avec la diminution de température a été interprétée par la 
formation de dimères. Néanmoins une hypothèse erronée concernant la viscosité de D2O, 
utilisée dans les calculs d’Ilyina (relevée par Gottschalk (Gottschalk et al. 2003)) est à la base 
de cette interprétation. L’hypothèse de la dimérisation semble donc ne pas tenir.   
 
2.A.2.1. Des développements récents, une réponse définitive ?  
 
La publication par Lafont et al. (Lafont et al. 1994, 1996, 1997), en 1994, 1996, 1997, 
et par Veesler et al. (Veesler et al. 1996) en 1996 d’études sur la cristallisation de BPTI à pH 
acide, en présence de KSCN, NaCl ou (NH4)2SO4 marque la fin de la précédente polémique 
sur la dimérisation du BPTI, et ouvre la voie à plusieurs études qui permettront de trancher 
plus clairement la question des types d’oligomères du BPTI en solution. Ces auteurs 
montrèrent par des séries d’expérimentations par DL et diffusion de rayons X aux petits 
angles (DXPA) sur des solutions de BPTI à pH 4,5 et 20°C, qu’à faible concentration en sel 
(0,1M NaCl, 0,1M KSCN, pour des concentrations en protéine allant de 10 à 40mg/ml) le 
BPTI était indiscutablement purement monomérique. Par contre, pour des concentrations en 
sel plus importantes (jusqu’à 1,7M NaCl, 0,35M KSCN ou 1,85M (NH4)2SO4) et des 
conditions proches des conditions de cristallisation, ces auteurs montrèrent qu’un processus 
d’oligomérisation du BPTI avait lieu, et proposèrent que ces oligomères soient des tétramères, 
d’après les mesures de rayons hydrodynamiques et de giration apparents. Dans ce contexte, 
une nouvelle polémique s’engagea lorsque Farnum et Zukoski (Farnum et Zukoski 1999) 
mirent en cause les résultats de Lafont et al., obtenus à forte concentration saline, leurs 
résultats, obtenus par diffusion de lumière, ne montrant aucun phénomène d’agrégation en 
solution, quelle que soit la force ionique utilisée. Néanmoins, leur publication ne mentionnant 
pas la concentration en protéine utilisée, toute comparaison reste délicate. 
C’est en 2000 qu’Hamiaux et al. (Hamiaux et al. 2000) tranchèrent assez clairement la 
question des types d’oligomères en solution. Leur étude montre que dans des solutions de 
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BPTI à pH 4,5, pour des concentrations en KSCN, NaCl, ou  (NH4)2SO4 (resp.) allant de 0,1 à 
0,35M, 1,2 à 1,8M, ou 1 à 1,6M (resp.) à 20°C, le BPTI existe sous forme d’un équilibre 
monomère-décamère. Ces auteurs ajustèrent les courbes de DXPA dont ils disposaient au 
moyen de combinaisons linéaires de facteurs de structures de monomères et décamères 
provenant des données cristallographiques existantes, et confirmèrent leur résultats par des 
expérimentations de filtration sur gel. La Fig. 2.A.2.1.1. représente un monomère et un 
décamère de BPTI. 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) 
  
(b) 
Fig. 2.A.2.1. (a) Monomère de BPTI                                       (b) Décamère de BPTI 
 
 Ultérieurement, Tanaka et al. (Tanaka et al. 2002) montrèrent dans une étude par diffusion 
quasi-élastique de lumière (DQEL) que le BPTI se présentait sous forme monomérique à pH 
neutre ou basique, en présence de NaCl (pour des concentrations de 1,6 à 3,0M), ou 
NaH2PO4/K2HPO4 (pour des concentrations de 0,8 à 2,2M) (resp.), pour des solutions à 40 ou 
20mg/ml (resp.). Dernièrement, une étude par résonance magnétique (MRD) portant sur des 
solutions de BPTI à haute concentration (90 à 100mg/ml) fut publiée par Gottschalk et al. 
(Gottschalk et al. 2003), dans différentes conditions de pH, sel et température. L’analyse 
qu’ils firent de leurs résultats confirma de nouveau clairement l’existence d’un équilibre 
monomère-décamère en solution, ne mit pas en évidence la présence d’oligomères 
intermédiaires, mais nécessita aussi d’introduire d’autres oligomères, de plus grande taille (3 à 
5 décamères). De plus, ces auteurs affirmèrent sur la base de leurs résultats que la quantité de 
décamères en solution augmentait avec le pH, ce qui est contradictoire avec les résultats de 
Tanaka et al. (Tanaka et al. 2002). 
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La conclusion définitive sur la question de l’oligomérisation du BPTI n’est comme on 
le voit pas encore apportée. Néanmoins des avancées notables et solides ont été réalisées 
récemment : plusieurs groupes ont mis en évidence par des méthodes variées (DQEL, DXPA, 
MRD) que le BPTI était présent à pH acide sous forme d’un équilibre monomère-décamère, et 
l’hypothèse de l’existence d’oligomères intermédiaires (à ce pH) semble définitivement 
écartée. La polémique porte donc à l’heure actuelle sur le comportement du BPTI en fonction 
du pH, et sur l’existence en solution de germes sous-critiques en solution. 
Dans ce cadre, ma thèse à pour objectif d’apporter une réponse à cette question : pour cela 
nous avons réalisé des expérimentations par DXPA à pH basique en fonction de la 
concentration en protéine, et analysé les facteurs de formes ainsi obtenus, suivant la procédure 
décrite dans la partie 4.C.2. nos résultats ne confirmeront pas ceux de Gottschalk et al. 
(Gottschalk et al. 2003). Mais la question de l’oligomérisation du BPTI en solution a aussi 
d’autres implications, d’autres enjeux : c’est une étape préliminaire nécessaire à la 
compréhension des interactions inter-protéines en solution, et donc des conditions de 
nucléation et de croissance cristalline du BPTI en solution, que la solution soit démixée ou 
non. Nous aborderons ces deux points centraux dans les parties suivantes. 
 
2.A.2.2. Démixtion du BPTI en solution 
 
Le phénomène de transition Liquide-Liquide (ou démixtion) thermo-induit a été mis 
en évidence pour des systèmes de protéines en solution (Lysozyme et sel sans tampon), en 
1977, pour la première fois, par Ishimoto et Tanaka (Ishimoto et Tanaka 1977). Plus 
récemment, plusieurs groupes ont travaillé sur ce phénomène : Les protéines les plus étudiées 
en phase démixée sont la γ-cristalline et le lysozyme, par le groupe de B. Benedek, (Thomson 
et al. 1987; Taratuta et al. 1990). Ces auteurs purent notamment déterminer les courbes de 
coexistence des deux phases d’une solution de Lysozyme en fonction du pH (de 5,8 à 8,0) 
dans un tampon NaHPO4, et pour différents sels (Fig. 2.A.2.2.0.). Les cristallines de l’œil 
furent aussi étudiées par le groupe d’A. Tardieu. Ces auteurs étudièrent le phénomène de 
transparence des cristallins, la cataracte froide, notamment par DXPA (Delaye et Tardieu 
1983, Delaye et al. 1987; Gulik-Krzywicki et al. 1984). 
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Fig. 2.A.2.2.0. Courbes de démixtion de 
solutions de lysozyme dans un tampon 
NaHPO4 : pH 7,0 (cercles), pH 6,5 (carrés), 
et pH 6,0 (triangles). Les symboles pleins 
correspondants représentent les résultats 
d’expérimentations dans lesquelles les 
concentrations en lysozyme des deux phases 
sont directement mesurées à température 
constante. Les lignes solides sont des guides 
pour les yeux. (Taratuta et al. 1990) 
 
Ils observèrent que la démixtion était sensible au type de sel utilisé.  
La démixtion dans le cas du BPTI a été mise récemment en évidence (Grouazel et al. 2002), à 
pH acide mais aucun article dédié essentiellement à cet aspect n’avait été publié avant cette 
thèse. 
En 1996 Broide et al. (Broide et al. 1996) émirent pour la première fois l’idée d’une 
forte corrélation entre transitions liquide-liquide et liquide-solide, basée sur l’observation (par 
microscopie optique) d’une corrélation entre les variations des températures de cristallisation 
et de démixtion dues au changement de type de sel (dans le cas du lysozyme). Cette 
proposition allait marquer le début d’un fort intérêt des groupes impliqués dans des 
thématiques de type cristallogenèse ou croissance cristalline pour la démixtion. Suite à ces 
travaux, plusieurs auteurs précisèrent de possibles types de corrélations entre cristallisation et 
démixtion : expérimentalement, en 1997, Muschol et Rosenberger (Muschol et Rosenberger 
1997) observèrent que la cristallisation avait lieu plus rapidement pour les solutions démixées 
que pour les solutions initiales non démixées (solutions de lysozyme en présence de NaCl de 
3 à 7% à pH 4,5). Ils attribuèrent ce phénomène à la présence de la phase dense en protéine. 
Théoriquement, Wolde et Frenkel (Wolde et Frenkel 1997) calculèrent que la barrière 
énergétique de nucléation était baissée de plusieurs ordres de grandeur au voisinage d’un 
point critique métastable de démixtion liquide-liquide.  
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Fig. 2.A.2.2. Chemins énergétiques de nucléation (courbes d’énergie libre séparées par 5kT), 
sans passer (A) et en passant (B) par la formation de gouttelettes riches en protéines (d’après 
Wolde et Frenkel 1997). Ncryst est le nombre de particules appartenant à un noyau cristallin et 
Np le nombre de particules « connectées » les unes aux autres ou encore de densité locale 
supérieure à la densité moyenne en solution. Lorsque Ncryst est proportionnel à Np, les 
particules s’assemblent sous la forme d’un édifice cristallin, comme prévu par la théorie 
standard de la nucléation. Ces auteurs ont montré qu’il était énergiquement plus favorable 
que la nucléation soit précédée par la formation de zones denses en protéines (sur le schéma 
B, ceci se traduit par un chemin ou Np augmente tandis que Ncryst reste très faible, puis une 
augmentation brusque de Ncryst, suivant un chemin énergétique plus favorable (énergies plus 
basses)). 
 
Haas et Drenth (Haas et Drenth 1999) proposèrent le même type de mécanisme à deux 
étapes : nucléation de gouttelettes très concentrées puis nucléation de cristaux dans cette 
phase très sursaturée (Fig. 2.A.2.2.). Dernièrement Galkin et Vekilov (Galkin et Vekilov 
1999, 2000, 2000, 2001, 2002) observèrent ce même type de comportement sur des solutions 
de Lysozyme. 
Ce thème de l’interaction entre démixtion liquide-liquide et cristallisation est l’un des 
thèmes étudiés par le groupe solution, et en particulier c’est l’axe central de ma thèse. Dans 
cette optique, j’explorerai plusieurs aspects dont la compréhension est nécessaire à la 
détermination du type d’influence de la démixtion sur la nucléation, dans le cas de cette 
protéine modèle si particulière qu’est le BPTI : Observe t-on une nucléation dans les solutions 
de BPTI démixées? Quels sont les oligomères présents dans les phases démixées? Quel lien 
peut on faire entre ces populations d’oligomères et les types de cristaux croissants, et peut on 
déduire des mécanismes simples de cristallisation? Comment expliquer les propriétés du BPTI 
contradictoires avec les propositions actuellement défendues dans la littérature?  Pour 
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répondre à ces dernières questions il nous sera nécessaire de considérer les interactions inter-
protéines du BPTI, et d’analyser une partie des données cristallographiques disponibles, nous 
allons brosser rapidement un état de l’art sur ce sujet dans la partie suivante. 
 
2.A.2.3. Interactions inter-protéines en solution dans le cas du BPTI 
  
La question des interactions entre protéines en solution est déterminante dans la 
compréhension des mécanismes de cristallisation. Elle a été largement traitée, tant 
théoriquement qu’expérimentalement, du point de vue des interactions globales entre 
protéines, avec la détermination de coefficients du Viriel (George et Wilson 1994, Bonneté et 
al. 1999, Vivarès et Bonneté 2002), du point de vue des potentiels d’interaction (Tardieu et al. 
1999, Vivarès et al. 2002), ou du point de vue des interactions moléculaires entre protéines au 
contact (hamiaux et al. 2000; Gottschalk et al. 2003). La description de la physique mise en 
jeu sera faite dans les parties suivantes. Cependant dans le cas précis du BPTI peu de travaux 
ont porté sur les interactions inter-protéines en solution. En 1996 Lafont et al. (Lafont et al. 
1996) déterminèrent par l’analyse de la variation des coefficients de diffusion en fonction de 
la concentration en BPTI obtenus par DQEL que des interactions globalement attractives 
existaient dans ses solutions à pH 4,9, en NaCl ou en KSCN. Ils montrèrent que l’attractivité 
globale augmentait avec la concentration en sel. Wills et Georgalis (Wills et Georgalis 1981) 
examinèrent la décroissance du coefficient de diffusion apparent d’une solution de BPTI avec 
l’augmentation de concentration de cette protéine. Ils conclurent qu’un potentiel attractif était 
nécessaire pour expliquer ce phénomène, en plus des potentiels répulsifs usuels de sphère 
dure et électrostatiques. Tanaka et al. (Tanaka et al. 2002) réalisèrent une étude sur des 
solutions de BPTI, à des pH allant de 4 à 10 et pour plusieurs types de sels (NaCl ou 
NaH/K2HPO4). Ces auteurs proposèrent des mécanismes de cristallisation dirigés par des 
interactions de nature différentes, selon le type de sel, ces interactions devant être de type 
électrostatique pour NaCl et hydrophobiques ou autre pour NaH/K2HPO4.  
Enfin, récemment Gottschalk et al. (Gottschalk et al. 2003), ont réalisé une étude par RMN, 
dans diverses conditions de sel et de pH. Ces auteurs ont abouti à la conclusion que le taux de 
décamères augmentait en solution avec le pH (voir parties précédentes), et ont proposé une 
explication au niveau des interactions inter-moléculaires pour expliquer leurs résultats 
paradoxaux : d’après ces auteurs, les effets de sel ne peuvent être décrits en terme d’effet 
d’écrantage type Debye, et des cristaux monomériques croissent à haut pH malgré un fort taux 
de décamère en solution à cause d’une déprotonation des ions Lys-26 et Lys-41, empêchant la 
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formation de paires d’ions avec les Asp-3, qui sont importantes pour la stabilité des cristaux 
décamériques.  
 
2.A.2.4. Eléments concernant la cristallisation du BPTI en solution  
 
 L’obtention de cristaux de BPTI est une chose relativement aisée, et par 
conséquent ancienne, comme nous l’indiquons dans l’historique. Cette protéine cristallise 
sous plusieurs formes, dans diverses conditions de pH et en présence de divers agents 
cristallisants. Les premières études permirent de déterminer la structure de cristaux à pH 
basique (types I, II, III), dont l’unité asymétrique est le monomère. Plus récemment, Hamiaux 
et al. (Hamiaux et al. 1999) purent déterminer 3 nouvelles structures de BPTI, à pH acide, 
suite aux travaux de Lafont et al. (Lafont et al. 1994, 1996, 1997). Nous représentons dans la 
Fig. 2.A.2.4.1. les diagrammes de solubilité obtenus par Lafont à pH 4,5, à différentes 
températures et en présence de KSCN, NaCl, ou (NH4)2SO4.  
 
 
Fig. 2.A.2.4.1. Courbes de solubilité du BPTI à différentes températures, et dans différents 
sels, à pH 4,5. (Lafont thèse 1996)) 
 
Les propriétés suivantes ont pu être mises en évidence : 
l’efficacité des anions à diminuer la solubilité du BPTI à pH acide suit bien l’ordre 
inverse de la série de Hoffmeister : SCN->Cl->SO42-. 
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La solubilité du BPTI est inverse en présence de chlorure et de sulfate (i.e. elle diminue 
lorsque la température augmente), alors qu’elle est directe en présence de thiocyanate. 
La structure des cristaux obtenus dans ces conditions fut réalisée, et il apparut que 
l’unité asymétrique de ces cristaux « acides », baptisés A, B, C était le pentamère, ou le 
décamère. Le résumé des caractéristiques cristallographiques utiles des cristaux I, II, III, A, B, 
C a été donné dans le Tab. 2.A.1.1.  
 
2.B. Les Agents cristallisants 
 
 On cristallise les protéines en présence d’un agent cristallisant, dans notre cas il s’agit 
de sel (ou d’un polymère). Les sels que nous avons utilisé sont KSCN, (NH4)2HPO4, 
(NH4)2SO4, ainsi que le polymère Polyéthylène Glycol : PEG 400. La préparation des 
solutions sera décrite dans le chapitre 4. 
 
Résumé des objectifs de ma thèse 
 
Le BPTI est une protéine modèle, dont l’intérêt de l’étude réside dans l’originalité de 
ses propriétés physico-chimiques, comme les précédentes études (brièvement rappelées dans 
ce chapitre) ont permis de le montrer.  
La question de l’oligomérisation du BPTI en solution est cruciale et est l’objet d’une 
controverse qui dure encore et même est à l’heure actuelle un point central dans l’étude de 
cette protéine modèle. L’un des objectifs de notre travail a consisté à tenter d’apporter des 
réponses claires et solides à cette question, notamment en ce qui concerne les pH basiques, 
pour cela nous avons réalisé des expérimentations par DXPA à ces pH en fonction de la 
concentration en protéine. Une bonne partie du travail concerne aussi l’oligomérisation des 
solutions démixées. 
La question de l’oligomérisation du BPTI en solution est surtout une étape préliminaire 
nécessaire à la compréhension des interactions inter-protéines en solution, et donc des 
conditions de nucléation et de croissance cristalline du BPTI en solution, que la solution soit 
démixée ou non.  
Ce thème de la corrélation entre démixtion liquide-liquide et cristallisation est un des thèmes 
très étudiés par la communauté scientifique internationale (groupes de Tardieu (France), de 
Vekilov (USA), Benedek (USA), Schurtenberger (Suisse), Drenth (Pays-bas, entre autres), et 
est étudié par le groupe Solution, et en particulier c’est l’axe central de notre thèse. Dans cet 
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optique, nous explorerons plusieurs aspects préliminaires à la compréhension de l’influence 
de la démixtion sur la nucléation. Nous déterminerons si il est possible d’observer une 
nucléation dans les solutions de BPTI démixées. Enfin, pour expliquer ces observations, outre 
l’état d’oligomérisation et les interactions inter protéines dans les deux phases démixées, les 
divers mécanismes de démixion possible, nous analyserons certaines données 
cristallographiques disponibles et déduirons des mécanismes de nucléation simples. Ces type 
études seront menées en fonction du pH. 
  
 
 
Chapitre 3 : Rappels théoriques 
___________________________________________________________________________ 
 18
 
 
CHAPITRE 3 : RAPPELS THEORIQUES  
 
Dans ce chapitre nous donnerons les éléments théoriques nécessaire à la 
compréhension de notre travail, à sa situation globale dans la recherche actuelle. 
Nous aborderons des points de cristallogénèse, en détaillant plus particulièrement les 
aspects liés au phénomène de transition de phase liquide-liquide, et les types d’interactions 
inter-protéines en solution que nous rencontrerons. 
 
3.A. Cristallogénèse 
 
3.A.1. Les paramètres du milieu, leur influence 
   
3.A.1.1. Influence du pH 
 
Les protéines sont des macromolécules chargées dont les charges sont fonction du pH 
de la solution, via les pKa des divers acides aminés qui les composent. A partir de ces valeurs 
on peut déterminer un pH pour lequel la charge globale d’une protéine sera nulle, ce point est 
appelé point isoélectrique (pI), suivant les équations de Henderson-Hasselbach (Ducruix et 
Riess-Kautt 1995). La Fig. 3.A.1.1. représente la charge globale du BPTI en fonction du pH. 
Dans le cas du BPTI on obtient par cette méthode un pI de 10,5. 
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Fig. 3.A.1.1.  Charge globale du BPTI 
en fonction du pH, suivant les équations 
d’Henderson-Hasselbach. 
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La solubilité des protéines est habituellement minimale au point isoélectrique d’une protéine, 
tandis que de part et d’autre du pI, elle augmente lorsque le pH de la solution s’éloigne du pI. 
Cet effet peut être expliqué simplement par une diminution de la répulsion coulombienne 
entre protéines lorsque le pH se rapproche du pI. 
 
 3.A.1.2. Influence du sel et de la force ionique 
 
La solubilité dépend aussi fortement des agents ajoutés appelés couramment agents 
cristallisants. Dans le cas de notre travail les agents de cristallisation seront principalement 
des sels.   
 
3.A.1.2.1. Salting-in et salting-out 
 
Les variations de solubilité en fonction de la quantité de sel ajoutée ont été interprétées 
en terme de salting-in et de salting-out (Green 1931, 1332; Collins et Washabaugh 1985; 
Ries-Kautt et Ducruix 1989, 1999). Ainsi, pour certaines protéines telle que la 
carboxyhémoglobine, la solubilité augmente avec la force ionique dans un premier temps, on 
parle alors de salting-in ; puis diminue et on parle alors de salting-out. Il faut noter que le 
phénomène de salting-in n’est pas rencontré pour toutes les protéines (Fig. 3.A.1.2.2.1.).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.A.1.2.2.1. Effets des anions et des 
cations sur la solubilité du lysozyme à pH 
4,5 et à 18°C (Ries-Kautt et Ducruix 
1989). Seul l’effet de salting-out est 
observé avec le lysozyme. 
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Empiriquement, l’évolution de la solubilité d’une protéine en fonction de la 
concentration en sel, tous les autres paramètres restant inchangés par ailleurs, est décrite par la 
loi de Green (éq. 3.A.1.2.1.1.). 
 
ckockiss −+= )0log()log(   (éq. 3.A.1.2.1.1.) 
 
ou s et s0 sont les solubilités de la protéine en solution et dans l’eau pure, ki et ko sont 
respectivement les constantes de salting-in et salting-out, et c est la concentration molaire en 
sel. Il s’est cependant avéré que cette loi n’était pas toujours expérimentalement vérifiée. 
Le phénomène de salting-in, qui exprime l’augmentation de la solubilité avec la 
concentration en sel, peut être expliqué en termes d’interactions électrostatiques entre les ions 
en solution (intervenant par la force ionique) et la surface chargée des molécules. Le potentiel 
électrique de la surface chargée diminue lorsque des charges opposées sont présentes dans son 
environnement, entraînant une baisse de son potentiel chimique, et par suite une hausse de sa 
solubilité. On peut en rendre compte à l’aide de la théorie de Debye et Huckel (Tandford 
1961), dans un régime de faibles concentrations en sel (typiquement <0,5M).  
Le phénomène de salting-out n’est pour l’instant pas parfaitement compris. Il 
correspond à une diminution de la solubilité de la protéine à force ionique plus élevée que 
celle ou l’on observe le salting-in. On peut donner une explication à ce phénomène. A basse 
concentration en sel, en terme d’écrantage des charges de la protéine, ce qui diminue puis 
supprime la répulsion électrostatique coulombienne, par le biais d’une fonction d’écrantage 
dont l’expression est donnée dans l’éq. 3.A.1.2.1.1. 
 
)1( 2/)))2(exp(()( aarr κκζ +−−=   (éq. 3.A.1.2.1.1.) 
 
où κ est l’inverse de la longueur de Debye λD=3/ I , I étant la force ionique de la solution 
(l’expression précédente est valable à température ambiante), a est le rayon de la particule. 
Cette fonction modifie le simple potentiel coulombien W(r)=q1q2/4πε0εr comme suit (éq. 
3.A.1.2.1.1.) 
 
)().()(' rrWrW ζ=   (éq. 3.A.1.2.1.1.) 
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On voit bien que la fonction d’écrantage tendra vers des valeurs proches de zéro lorsque la 
concentration en sel croîtra. Cela signifie qu’au delà d’une certaine gamme de concentration 
en sel, la contribution coulombienne aux interactions deviendra négligeable (typiquement, au 
delà de 0,1M de sel, les charges des protéines seront écrantées). Le phénomène d’écrantage ne 
permet pas de rendre compte de la diminution de solubilité lorsque l’écrantage des charges est 
« complet », ni de la sensibilité de l’effet de salting-out à la nature du sel considéré. 
Une explication de la diminution de solubilité après écrantage est présentée par Arakawa et 
Timasheff (Arakawa et Timasheff 1985). Ces auteurs considèrent les phénomènes d’exclusion 
des ions à la surface des protéines, selon le mécanisme suivant : une compétition existe entre 
l’hydratation des protéines et la tendance des ions salins à s’associer avec la protéine. A 
mesure que la concentration en sel augmente, l’hydratation des protéines en solution prend de 
plus en plus d’importance, c’est l’hydratation préférentielle. Le sel, est exclut de la couche 
d’hydratation de la protéine, ce qui est thermodynamiquement défavorable. Pour minimiser 
cet effet, les protéines ont alors tendance à s’associer dans le but de minimiser le volume 
d’exclusion du sel, entraînant une baisse de solubilité. Melander et Horvart (Melander et 
Horvart 1977) proposent une approche considérant principalement les effets hydrophobes, 
pour expliquer la baisse de solubilité par une contribution entropique. L’augmentation de la 
concentration en sel provoque une hausse de la tension de surface de l’eau. L’association par 
interaction hydrophobe est alors favorable dans la mesure ou des molécules d’eau qui étaient 
ordonnées dans la couche d’hydratation de la protéine seront libérées, diminuant ainsi 
l’entropie de la solution. 
De plus le phénomène de salting-out dépend spécifiquement du type de sel utilisé, comme 
nous allons le voir à présent. 
 
3.A.1.2.2. Effet de la nature des sels : Effet Hofmeister 
 
L’influence de la nature du sel sur la solubilité des protéines en solution a été mise en 
évidence à partir des travaux de Hofmeister (Hofmeister 1888), qui a montré que l’on pouvait 
classer les sels suivant leur efficacité à précipiter les protéines du blanc d’œuf de poule, et que 
les anions étaient plus efficaces que les cations suivant l’ordre: 
 
SO42->HPO42->CH3CO2->HCO3->Cl->SCN- 
 
pour les anions, et : 
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Li+>Na+,K+>NH4+>Mg2+ 
 
pour les cations. Dans le cas d’une protéine portant une charge nette négative, les anions les 
plus efficaces pour diminuer la solubilité de la protéine sont classés suivant l’ordre de la série 
de Hofmeister. Pour une protéine portant une charge nette positive, les anions les plus 
efficaces sont au contraire classés suivant l’ordre inverse de la série de Hofmeister. 
Récemment, une étude a montré que la solubilité du lysozyme était aussi fonction de la nature 
des cations mais celle-ci a porté sur des cations inhabituels pour la plupart : Cs+, Rb+, Mn2+, 
Co2+ et Yb3+ (Benas et al. 2002). 
Des études portant sur l’influence du sel sur la solubilité du BPTI ont été publiées par Lafont 
et al. (Lafont et al. 1994, 1997) en 1994 et 1997. Elles confirment la série de Hofmeister, 
l’effet supérieur des anions (en sens inverse) pour cette protéine basique, à pH inférieur à son 
pI. 
L’effet Hofmeister a été retrouvé dans un grand nombre de phénomènes physico-chimiques 
(Collins et Washabaugh 1985; Cacace et al. 1997) et est le résultat d’interactions complexes 
protéine-eau, protéine-sel et sel-eau. Il est encore mal connu même si certaines explications 
ont été avancées. 
Ainsi, l’ajout de sel induit une augmentation de la tension superficielle de l’eau ce qui 
impliquerait une hydratation préférentielle de la protéine ou un appauvrissement en ions à la 
surface de la protéine ; de plus, certains sels sont par contre susceptibles de se lier 
préférentiellement aux protéines (Melander et Horvath 1977; Timasheff et Arakawa 1988; 
Ebel et al. 1999; Curtis et al. 2002). On distingue les ions chaotropes (par exemple chlorate et 
thiocyanate), et les ions lyotropes (par exemple sulfate et phosphate). Les ions chaotropes ont 
tendance à interagir plus fortement avec  la couche d’hydratation des protéines qu’avec l’eau 
libre et sont donc un facteur déstabilisant pour la protéine (avec une possible dénaturation à 
haute concentration). Les ion lyotropes, au contraire, interagissent plus fortement avec l’eau 
libre qu’avec la couche d’hydratation de la protéine, ils stabilisent ainsi la conformation 
native des protéines, et sont à l’origine  du salting-out. Or la solvatation des ions étant 
d’autant plus important que celui ci est petit et chargé, on comprend bien que si on considère 
que les ions les plus petits et chargés sont exclus plus facilement de la couche de solvatation 
de la protéine, l’effet Hofmeister est ramené à un effet de type stérique (Timasheff et 
Arakawa 1988). L’ensemble de ces interactions préférentielles ions-protéines seraient à 
l’origine des interactions attractives entre protéines induites par l’addition de sels. Il a été plus 
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récemment proposé par le groupe de Ninham que les interactions de dispersion ionique 
puissent rendre compte en partie de l’effet Hofmeister (Boström et al. 2001).  
 
3.A.1.3. Influence de la température  
 
La solubilité d'une protéine augmente en général avec la température (solubilité 
directe) en respectant l'équation 3.A.1.3.1., mais le cas contraire peut également être rencontré 
(solubilité inverse). Dans les études sur le BPTI dans le chlorure de sodium et le sulfate 
d'ammonium les solubilités sont inverses tandis que dans le thiocyanate de potassium la 
solubilité du BPTI est directe (Lafont 1996). Récemment, Veesler et al. (Veesler et al. 2004) 
on montré qu’en présence de NaBr on rencontrait les deux types de solubilité, suivant le type 
de polymorphe considéré et dans ce travail nous verrons que c’est aussi le cas dans KSCN.  
Cette caractéristique a déjà été observée par Wlodawer (Wlodawer et al. 1987). Pour 
interpréter cette différence d'effet de la température, nous devons considérer l'équation 
générale de la solubilité (éq. 3.A.1.3.1).  
 
∂C2
∂T
 
  
 
  P,sat =
S2 − Sc
∂µ2 / ∂C2
 
   
 
   T,P
  (éq. 3.A.1.3.1.) 
 
où µ désigne le potentiel chimique, C2 est la concentration en soluté, T la température 
absolue, P la pression, S2 l'entropie du soluté, Sc l'entropie du cristal, la différence S2-Sc étant 
l'entropie de dissolution qui est normalement positive. 
Dans le cas d'une solution stable, le potentiel chimique augmente avec la température, et les 
termes (∂µ2/∂C2)T,P et S2-Sc (entropie de dissolution) sont positifs, la solubilité augmente 
donc avec la température. Parfois une forte association soluté-solvant entraîne une entropie 
totale de dissolution négative conduisant à une diminution de la solubilité lorsque la 
température augmente (Guggenheim 1959). L'entropie mesure le degré d'ordre d'un système : 
plus le système est ordonné, plus l'entropie est faible. Donc si l'entropie du cristal Sc est 
supérieure à l'entropie de la solution S2, cela provoque une entropie de dissolution négative, 
ce qui signifie une solubilité inverse. 
La température est souvent un facteur dénaturant des protéines, donc le domaine de 
température exploitable est très limité, de 0 à 50°C environ, dans le cas du BPTI. Toutes les 
courbes de solubilité réalisées en fonction de la température et de la concentration en sel 
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montrent que l'effet de la température est plus marqué à faible concentration en sel (Ataka et 
Asai 1988; Howard et al. 1988; Timasheff et Arakawa 1988; Ries-Kautt et Ducruix 1989; 
Lafont et al. 1997). 
Maîtriser la température d’une solution de protéine est relativement aisé, et cela fait de ce 
paramètre qui permet de contrôler la sursaturation un outil précieux et efficace dans les 
manipulations de cristallogénèse. La variation de température peut être à l'origine d'une 
modification polymorphique, comme cela a été montré sur le lysozyme de blanc d’œuf (Pusey 
et Gernert 1988), sur l'α-amylase pancréatique du porc (Boistelle et al. 1992) et sur le BPTI 
(Veesler et al. 2004). 
Enfin, le phénomène sur lequel porte ce travail : la démixtion liquide-liquide, est thermo-
induit, et thermoréversible. Nous présenterons dans les parties suivantes les équations 
thermodynamiques traduisant la dépendance en température de notre système 
 
3.A.2. Les diagrammes de phases des protéines en solution 
 
3.A.2.1. Courbe de solubilité 
 
La courbe de solubilité divise le diagramme de phases d’une solution de protéines en 
deux zones de stabilité thermodynamique: la zone sous-saturée et la zone sur-saturée. La Fig. 
3.A.2.1. présente un tel diagramme représentant la concentration en protéine en fonction de la 
variable étudiée (la température par exemple). 
 
3.A.2.1.1. Sur-saturation et sous-saturation 
 
Une solution est dite saturée lorsqu'elle est à l'équilibre cristal-solution, c'est à dire 
lorsque sa concentration correspond à la solubilité; elle est dite sous-saturée pour une 
concentration inférieure et sursaturée pour une concentration supérieure. Une solution sous-
saturée ne peut pas cristalliser. Une solution sursaturée peut le faire et évoluera dans ce cas 
vers l’état d'équilibre (saturé), au fur et à mesure que le cristal consommera la protéine 
solubilisée. Comme pour les petites molécules, le moteur de la cristallisation est la différence 
des potentiels chimiques µ et µs entre les solutions sur-saturées à la concentration Cs,  et 
saturées à la concentration d'équilibre C (la solubilité). La différence de potentiel chimique 
entre solution sur-saturée et solution à l’équilibre est donnée par l’éq. 3.A.2.1.1 
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∆µ= µ- µs = kBT ln ( C / Cs )   (éq. 3.A.2.1.1.) 
 
où kB est la constante de Boltzmann et T la température. La sursaturation peut alors se définir 
suivant les éq. 3.A.2.1.2 
 
β = C
CS
   ou  σ =
C − CS
CS
= β − 1   (éq. 3.A.2.1.2.) 
 
notons que β et σ sont des nombres adimensionnés.  
 
 
 
Fig. 3.A.2.1. Schéma d'un diagramme de phases (d’après Ducruix et Giegé 1992). Le 
diagramme de phases fait apparaître deux zones séparées par la courbe de solubilité (s) de 
type directe: la zone sous-saturée et la zone sursaturée. Dans la zone sous-saturée, au-
dessous de la courbe de solubilité, aucun cristal ne peut croître. L'ensemencement d'une 
solution sous-saturée avec des germes cristallins conduit à leur dissolution. En revanche dans 
la zone sursaturée, la croissance peut avoir lieu. Pour les protéines, cette zone du diagramme 
de phases peut se diviser en deux parties selon la concentration en soluté et la variable 
étudiée: 
-zone de nucléation, partie de diagramme de phases où l'excès de soluté ou une partie 
de cet excès se sépare de la solution sous une forme cristalline. 
-zone métastable, zone où la solution sursaturée peut se maintenir très longtemps sans 
formation de cristaux.(Notons que la courbe qui sépare ces deux parties n’est pas 
thermodynamiquement définie, elle dépend de la cinétique des phénomènes et des mécanismes 
de nucléation.) 
 
Plus une solution est saturée, plus elle cristallise rapidement.  
 
3.A.2.1.2. Théorie classique de la nucléation 
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On appelle nucléation le processus qui conduit à la formation de noyaux cristallins, 
c'est à dire à la formation d'une phase cristalline à partir de la solution. Les fluctuations de 
concentration de soluté en solution provoquent l'apparition spontanée de germes de particules 
de soluté pendant de très courts instants. 
L'énergie ∆G à fournir pour créer un tel germe de rayon r est la somme d'un terme positif de 
surface proportionnel à l'énergie interfaciale γ entre le noyau et la solution, et d'un terme de 
volume négatif, dans le cas d’une nucléation homogène (Boistelle et Astier 1988), comme 
cela est présenté dans l’éq. 3.A.2.1.2.1. 
 
∆G = 4πγr2 − 1
Ω
4
3
πr3kBTlnβ   (éq. 3.A.2.1.2.1.) 
 
Dans cette expression, Ω est le volume de la molécule dans le cristal. Pour des 
solutions sous-saturées, ∆G est toujours positif et le germe spontanément formé ne sera pas 
stable. La Fig. 3.A.2.1.2.1. représente la variation de ∆G avec r dans le cas des solutions 
sursaturées (β>1): on observe un maximum ∆G*, pour des germes sphériques, d’un rayon r*, 
comme dans l’éq. 3.A.2.1.2.2. : 
 
r*=
2Ωγ
kBT ln β
    (éq. 3.A.2.1.2.2.) 
 
Les germes spontanément formés et de taille inférieure ou égale  à r* ne seront pas 
stables, mais les germes de rayons supérieurs vont grossir pour diminuer l'énergie de 
l'ensemble de la solution. L'éq. 3.A.2.1.2.2. est communément appelée équation de Gibbs-
Thomson-Freundlich. Elle montre que la taille du germe critique r* est d'autant plus petite que 
la température et la sur-saturation sont plus grandes, et que l'énergie interfaciale cristal-
solution est plus petite, donc la solubilité est plus grande (Nielsen et Söhnel 1971). Il en est de 
même pour ∆G*. La nucléation est donc facilitée par une augmentation de la température ou 
de la sur-saturation. 
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Fig. 3.A.2.1.2.1.  Variation de l'énergie libre 
∆G d'activation pour la nucléation d'une 
solution sur-saturée (β>1) en fonction du 
rayon du noyau r. Cette énergie libre 
correspond à la somme d'un terme positif de 
surface et d'un terme négatif de volume. La 
valeur critique ∆G* doit être atteinte pour 
pouvoir créer un noyau de rayon critique r*. 
 
Lorsque les germes se forment spontanément dans la solution (sans contact particulier 
avec les parois du cristallisoir ou tout autre particule solide, poussière), on parle de nucléation 
primaire homogène. Lorsque les noyaux se forment sur un substrat solide (paroi de la cuve 
contenant l'échantillon, poussière, cristaux d'une autre espèce ou polymorphe...) la nucléation 
est dite primaire hétérogène, elle nécessite moins d'énergie que la nucléation homogène. Si les 
nouveaux germes proviennent de cristaux de même nature existant déjà dans la solution, on 
parle de nucléation secondaire. Ce type de nucléation s'adresse essentiellement aux matériaux 
fragiles ou cristallisant dans des solutions à forte charge en cristaux. 
 
3.A.2.2. Croissance des cristaux 
 
Un cristal est constitué de plusieurs faces, qui caractérisent sa morphologie. Au niveau 
macroscopique, la forme de croissance d’un cristal est imposée par les faces qui croissent le 
plus lentement. On distingue les notions de forme cristalline, morphologie cristalline et faciès 
cristallin. La forme cristalline caractérise entièrement un cristal d’un point de vue 
cristallographique à l’échelle microscopique : elle est associée à un groupe d’espace bien 
particulier. Afin de décrire macroscopiquement un cristal, on a recours à deux termes : la 
morphologie et le faciès. La morphologie est caractérisée par les faces (indexées hkl) 
extérieures du cristal. Le faciès correspond à la forme extérieure générale du cristal (plaquette, 
aiguille, bipyramide,…).  
Au niveau microscopique, la croissance du cristal est favorable thermodynamiquement, une 
fois que la taille du germe cristallin est supérieure à la taille critique. Les mécanismes de 
croissance et les taux de croissance dépendent alors non seulement du milieu de croissance 
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(sursaturation, solvant, température, présence d’impuretés,…) mais aussi de la nature interne 
des cristaux (défauts, liaisons intermoléculaires au sein du cristal,…).  
Afin de croître, les molécules doivent tout d’abord être transportées de la solution vers le 
cristal. En l’absence de tout processus de convection, les molécules sont apportées à la surface 
du cristal par diffusion volumique : un gradient de concentration se développe, la solution à la 
surface du cristal s’appauvrissant en protéines. L’apport d’unité(s) de croissance sur le cristal 
peut aussi se réaliser par convection. En effet, la densité de la solution au voisinage du cristal 
est généralement plus faible que celle dans le cristallisoir ce qui a pour conséquence 
l’apparition de mouvements de convection à la surface du cristal.  
Une fois que des molécules ont approché la surface, plusieurs mécanismes sont alors 
possibles pour qu’elles puissent s’attacher au cristal. Cette étape est habituellement appelée la 
diffusion surfacique. Le mécanisme d’attachement des unités de croissance est reflété dans la 
structure de la surface du cristal. Cette structure conditionne le taux d’incorporation des 
molécules additionnelles.  
Récemment, par microscopie à force atomique (AFM) (resp.) , et par interférométrie laser de 
type Michelson (resp.),  McPherson et al. et Astier et al. (resp.) et Vekilov et al. (resp.)  
(McPherson et al. 2000; Astier et al. 2001; Vekilov et al. 1995) ont mis en évidence les deux 
mécanismes de diffusion surfacique dans le cas de la cristallisation des macromolécules 
biologiques : la croissance par germination bidimensionnelle et la croissance par spirale (Fig. 
3.A.2.2.1.).  
 
 
(a)                                                                      (b) 
Fig. 3.A.2.2.1.  Images d’AFM réalisées sur l’α-amylase (Astier et al. 2001) illustrant les 
deux mécanismes de diffusion surfacique : 
(a) croissance par germination bidimensionnelle 
 (b) croissance par spirale. 
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Si la surface cristalline ne présente aucun défaut, la croissance se fait par germination 
bidimensionnelle. Pour créer un germe bidimensionnel, les molécules adsorbées doivent 
diffuser sur la surface et s’assembler. Une fois que le germe a atteint une taille critique, il 
devient stable et présente alors des sites de croissance où les nouvelles unités de croissance 
peuvent être facilement incorporées. Comme dans le cas de la nucléation tridimensionnelle, la 
création d’un germe bidimensionnel se fait à partir d’une sursaturation critique. Dans la 
majorité des cas, les surfaces cristallines présentent des défauts et la croissance va se 
poursuivre à partir de ces défauts. Ainsi, lorsqu’une dislocation vis apparaît sur la surface 
d’un cristal, cela génère une ou plusieurs marches qui piègent les molécules adsorbées. La 
croissance se fait alors en rotation autour du point origine de la dislocation. C’est la raison 
pour laquelle on parle de croissance par spirale. En accord avec les prédictions théoriques, le 
mécanisme de croissance par germination bidimensionnelle est expérimentalement observé à 
forte sursaturation tandis que la croissance cristalline par spirale, pour laquelle aucun germe 
ne doit être formé, est observé à faible sursaturation (Astier et al. 2001). 
Dans le cas des cristaux de macromolécules biologiques, il semble se confirmer que la 
diffusion volumique est le processus le plus lent et impose donc la cinétique de croissance 
globale du cristal (Boistelle et al. 1992). 
  
3.A.2.3. Polymorphisme et transitions de phase solide-solide   
 
Dans certains cas, plusieurs formes cristallines du même soluté appelées polymorphes 
peuvent être observées. Les polymorphes ont par définition la même composition chimique 
mais des structures cristallines différentes. Dans le cas des protéines, les polymorphes 
n’existent pas réellement dans la mesure où les agents de cristallisation et le solvant font 
partie du cristal (on parle plutôt de pseudo-polymorphes). Cependant dans un souci de 
simplicité, deux structures cristallines différentes d’une même protéine sont dites 
polymorphiques. Dans le cas où plusieurs polymorphes sont présents en solution, chacun 
d’entre eux présente sa propre courbe de solubilité, délimitant le diagramme de solubilité en 
plusieurs zones (Boistelle et al. 1992) (Fig. 3.A.2.3). Si la solution n’est sursaturée que par 
rapport à une seule phase, seule celle-ci peut cristalliser. Si par contre la solution est 
sursaturée par rapport aux deux phases, l’une ou l’autre phase cristalline peut se former. Selon 
la règle d’Ostwald (Ostwald 1897), souvent vérifiée, la phase qui se forme la première n’a pas 
besoin d’être la phase la plus stable (de plus basse énergie) mais est celle qui est la plus 
proche énergétiquement de la phase fluide, c’est-à-dire la phase la plus soluble donc la phase 
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métastable. Stranski et Totomanow ont réexaminé 35 ans plus tard cette loi et ont suggéré que 
la phase qui cristallise la première est celle dont la barrière énergétique nécessaire à la 
nucléation est la plus faible. En d’autres termes, ce sont les facteurs cinétiques et non les 
facteurs thermodynamiques qui imposent la cristallisation d’une phase au détriment de l’autre. 
Généralement, la phase dont l’énergie de nucléation est la plus faible est la phase métastable. 
 
 B
A
 
Fig. 3.A.2.3.  Courbes de solubilité en fonction de la température des deux variétés 
polymorphiques (A et B) de l’α-amylase. Chacun des polymorphes peut se former au-dessus 
de sa courbe de solubilité (Boistelle et al. 1992). 
  
3.B. à propos de la transition de Phase Liquide-Liquide 
 
Dans cette partie nous présenterons du point de vue thermodynamique et pratique le 
phénomène de transition de phase liquide-liquide. Nous présenterons les divers mécanismes 
de démixtion, binodaux et spinodaux, la notion de point triple, et nous tenterons de donner des 
éléments de compréhension concernant l’influence de ce mécanisme métastable sur la 
cristallisation. Seul le cas simple du système binaire sera considéré, qui correspond à celui du 
BPTI en solution. 
 
3.B.1. Aspects thermodynamiques de la transition de phases liquide-liquide 
   
3.B.1.1. Diagrammes énergétiques et diagrammes de phase 
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L’état  thermodynamique d’un système binaire type colloïde-milieu, ou soluté-solvant 
tel que le système BPTI-solution, soumis à une température T et une pression P fixées, est 
traduit par sa fonction d’état, l’enthalpie libre molaire (d’ou l’indice m), éq. 3.B.1.1.0. 
 
Gm=( ) ( ) x px pGm xsTPxsxsGm x pTP ∂∂+∂∂ ,,,, = µsxs+ µpxp        (éq 3.B.1.1.0.) 
 
Ou xp/s désignent les quantités de protéines et solvants (resp.). Les dérivées partielles 
sont aussi appelées potentiels chimiques, et sont notés dans ce cas µs/p (resp.). La valeur de 
l’enthalpie libre molaire ne peut être connue de manière absolue, il est nécessaire de la 
déterminer à partir d’une référence, qui est par convention l’énergie  des composants du 
système dans des états purs, stables. Si l’on dénote par un indice 0 les potentiels chimiques 
d’une mole des composants précités, on peut définir l’enthalpie libre molaire de mélange 
∆Gmix comme donné dans l’éq. 3.B.1.1.1. 
 
∆Gmix = Gm - xsµs0 – xpµp0   (éq. 3.B.1.1.1.) 
 
Si l’on définit les grandeurs ∆µs/p=µs/p- µs/p0, on obtient naturellement l’écriture de l’enthalpie 
libre molaire de mélange en termes de potentiels chimiques, comme définit dans l’éq. 
3.B.1.1.2. 
 
∆Gmix = xs∆µs + xp∆µp   (éq. 3.B.1.1.2.) 
 
La Fig. 3.B.1.1.0. représente des diagrammes d’enthalpie libre molaire d’une part, et 
d’enthalpie libre molaire de mélange d’autre part, pour un système solvant-protéine 
monophasé. 
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∆Gmix
0
ProtéineSolvant
(b)
Gm
ProtéineSolvant
(a)
µs0
µp0
xp
∆Gmix
µs
µp
∆µs ∆µp
xp
∆Gmix
∆µp
∆µs
 
Fig. 3.B.1.1.0.  
(a) Diagramme d’enthalpie libre molaire pour un système à deux composante monophasé. 
(b) Enthalpie libre molaire de mélange du même système. 
 
On peut décomposer l’enthalpie libre molaire de mélange en deux composantes : une 
composante idéale (normalisée elle aussi), ∆Gid, qui représente la contribution à ∆Gm d’une 
solution idéale de même composition que la solution réelle, et un terme traduisant l’écart à la 
réalité ∆Gex (éq. 3.B.1.1.3.). 
 
∆Gmix = ∆Gid + ∆Gex  (éq. 3.B.1.1.3.) 
 
Suivant les conditions, ∆Gmix présentera un ou deux minimums, en fonction de la déviation à 
l’idéalité de la solution (l’enthalpie libre d’excès présentera un « pic » plus ou moins 
prononcé, des exemples sont présentés dans la Fig. 3.B.1.1.1.). On définit Tc, la température 
critique d’un système protéine-solvant, comme la température pour laquelle ∆Gmix présente 
une transition entre un comportement à 1 minimum (T>Tc) et un comportement à 2 
minimums (T<Tc). 
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Protéin
∆Gid
∆Gex
∆Gmix
Tx > TC
∆Gmix
0
Solvant
(a)
∆Gid
∆Gmix
Tx < TC
∆Gmix
0
ProtéineSolvan
t
(b)
e t
∆Gex
Fig. 3.B.1.1.1. Décomposition de diagrammes d’enthalpie libre molaire de mélange, en 
terme de solution idéale et d’enthalpie d’excès. On définit la température critique (Tc), comme 
la température de transition entre une ∆Gmix présentant un minimum, et une ∆Gmix présentant 
deux minimums. 
(a) Cas ou ∆Gmix ne présente qu’un minimum 
(b) Cas ou ∆Gmix présente deux minimums 
 
Dans le cas des systèmes binaires à deux phases (comme par exemple nos systèmes protéine-
solvant démixés), ∆Gmix comporte 4 composantes, et l’ éq. 3.B.1.1.2. est remplacée par l’éq. 
3.B.1.1.4. 
 
∆Gmix = xp1∆µp1+ xs1∆µs1+ xp2∆µp2+ xs2∆µs2  (éq. 3.B.1.1.4.) 
 
où exposants désigne la phase 1 ou 2.  
L’analyse des diagrammes de ∆Gmix permet de déterminer le comportement et la stabilité des 
solutions binaires, et notamment leur tendance à démixer ou non. De manière générale dans 
ce système la conditions d’équilibre thermodynamique tient dans l’égalité des potentiels 
chimiques de chaque composé dans chacune des phases, autrement dit il est nécessaire que 
∆µs1= ∆µs2, et que ∆µp1= ∆µp2. La Fig. 3.B.1.1.2. représente les diagrammes de ∆Gmix pour un 
mélange de deux phases hors équilibre et à l’équilibre. 
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∆Gmix
0
ProtéineSolvant
(a)
∆Gmix
0
ProtéineSolvant
(b)
xmx1 x2
∆µp1
∆µs1
∆µp2
∆µs2
xmx1 x2
∆µs1=∆µs2
∆µp1=∆µp2
Fig. 3.B.1.1.2. Diagrammes de ∆Gmix pour un mélange de deux phases d’un système protéine-
sel. 
(a) hors équilibre, on a ∆µs1≠ ∆µs2, et ∆µp1≠ ∆µp2. 
(b) à l’équilibre, on a ∆µs1= ∆µs2, et ∆µp1= ∆µp2. 
 
Comme nous l’avons précédemment annoncé, on peut distinguer deux cas concernant les 
diagrammes de ∆Gmix : 
 
3.B.1.1.1. Cas où ∆Gmix ne présente qu’un seul minimum / sans 
démixtion  
 
Il est évident que dans le cas où la fonction ∆Gmix du système ne présente qu’un 
simple minimum le système ne sera à l’équilibre thermodynamique que dans le cas où la 
solution sera en équilibre avec une phase cristalline. Cet état est atteint lorsque les potentiels 
chimiques de la protéine et du sel en solution égalisent ceux de la protéine et du sel dans l’état 
cristallin (∆µssolu= ∆µsc et ∆µpsolu= ∆µpc), autrement dit lorsque la concentration en solution 
permet à la tangente de ∆Gmix d’être aussi celle de la phase cristalline. Cela signifie que le 
seul moyen pour une solution sursaturée de concentration xsur (Fig. 3.B.1.1.1.) d’atteindre 
l’équilibre est de générer une phase cristalline, qui consommera la protéine et baissera la 
concentration en solution jusqu’à xsolu, la concentration de solubilité. La Fig. 3.B.1.1.1.1. 
représente en (a) le diagramme énergétique du système à une température T élevée, 
(supérieure à la Température critique à partir de laquelle ∆Gmix présente deux minima), ainsi 
que (b) le diagramme de phase correspondant déterminé grâce aux diagrammes énergétiques 
pour T>Tc . 
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T
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xsolu ProtéineSolvant
CristalLiquide
xsur
(a) (b)
Liquide
xsolu
Tx > TC∆Gmix
0
ProtéineSolvant
Cristal
xsur
∆µssolu= ∆µsc 
∆µpsolu= ∆µpc 
Fig. 3.B.1.1.1.1. (a)  Diagramme énergétique du système à une température T élevée, ainsi 
que (b) le diagramme de phase correspondant en fonction de T. 
 
3.B.1.1.2. Cas où ∆Gmix présente deux minimums / ou la démixtion est 
métastable  
 
Lorsque la température d’une solution diminue et atteint la température critique, 
l’enthalpie d’excès peut amener ∆Gmix à présenter deux minimums. On peut dans ce cas 
assister à la séparation de la solution en deux phases liquides métastables, avant que la 
solution n’atteigne sont état d’équilibre stable par formation d’un cristal. On a vu dans la 
partie sur la nucléation que dans le cas où dans un système deux transitions de phase du 
liquide vers deux types de cristaux dont l’un est de plus basse énergie étaient possibles, il 
arrivait fréquemment que le système se dirige en priorité vers le cristal de plus haute énergie, 
pourvu que la barrière de nucléation de celui ci soit plus basse que celle du cristal « le plus 
stable ». Le même type de comportement (favorisant les facteurs cinétiques) est aussi observé 
si le système a le choix entre un transition liquide-cristal ou liquide-liquide, si la barrière de 
nucléation de gouttes de liquide est inférieure à celle du cristal. Dans ce cas, une solution de 
concentration globale x comprise entre les concentrations x1 et x2 se séparera en deux phases 
de ces concentrations, qui sont déterminées comme les concentrations ou les deux minima 
(approximatifs) d’énergie sont tangentés par la même droite. Cette configuration est 
métastable dans la mesure ou l’énergie de la phase cristalline est plus faible que celle de 
mélange (caractère de META-stabilité), et que les potentiels chimiques de la protéines et du 
solvant sont égaux dans les deux phases, c’est à dire ∆µs1= ∆µs2, et que ∆µp1= ∆µp2 (caractère 
de meta-STABILITE) . Il est alors possible de déterminer ce que l’on appelle binode, sur le 
diagramme des phases du système, c’est à dire l’ensemble des concentrations x1 et x2 des deux 
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phases séparées, en fonction de la température. La Fig. 3.B.1.1.2.1. présente (a) un diagramme 
énergétique correspondant à un système protéine-solvant à T<Tc, présentant deux minima. X 
est la concentration d’une solution hors d’équilibre entre les deux points binodaux. En (b) est 
présenté le diagramme de phase correspondant, en fonction de la température.                                            
 
(a) (b)
Solubilité
T
Solvant
Tc
Tx
x2x1
C
Conode
Protéine
Tx < TC∆Gmix
0 x2x1
ProtéineSolvant
Cristal
∆µp1= ∆µp2
∆µs1= ∆µs2
Fig. 3.B.1.1.2.1. (a) un diagramme énergétique correspondant à un système protéine-solvant 
à T<Tc, présentant deux minima. Dans ce cas la démixtion est métastable par rapport à la 
phase cristalline. X est la concentration d’une solution hors d’équilibre entre les deux points 
binodaux. En (b) est présenté le diagramme de phase correspondant, en fonction de la 
température. 
 
3.B.1.1.3. cas où la démixtion n’est pas métastable 
 
(b)
Solubilité
T
Solvant
Tc
Tx
x2x1
C
Conode
Protéine
(a)
Tx < TC∆Gmix
0 x2x1
ProtéineSolvant
Liquide Cristal
∆µs1= ∆µs2
∆µp1= ∆µp2
Fig. 3.B.1.1.3.1. (a) un diagramme énergétique correspondant à un système protéine-solvant 
à T<Tc, présentant deux minimums. Dans ce cas la phase cristalline n’est pas stable.  X est la 
concentration d’une solution hors d’équilibre entre les deux points binodaux. En (b) est 
présenté le diagramme de phase correspondant, en fonction de la température. 
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On rencontre aussi dans le domaine des colloïdes le type de diagramme présenté dans la Fig. 
3.B.1.1.3.1. Dans ce cas il est énergétiquement défavorable de former une phase cristalline, 
plutôt que deux phases liquides, comme cela est montré dans le schéma (a) de cette figure. 
 
3.B.1.1.4. Règle des leviers 
 
Il est possible de déterminer le rapport des quantités des deux phases démixées en 
solution, en utilisant la règle appelée «du bras de levier » : si on baptise X la projection de la 
solution totale de concentration x sur la conode (segment reliant les coordonnées des deux 
phases démixées sur la binode) , et  L et D (resp.) les projections des phases peu (Légères) et 
très concentrées (Denses) (resp.) sur cette conode, alors les taux des phases peu et très 
concentrées dans la solution totale sont DX/DL et LX/LD (resp.), comme représenté dans la 
Fig. 3.B.1.1.4. 
 
T
Solvant
Tx
x2x1 Protéine
L DX
x
Binode
Tc
xc
C
 
 
 
 
 
Fig. 3.B.1.1.4.1.. Illustration de la règle des 
leviers, dans le cas d’une solution de Taux 
en protéine global X, démixée donnant lieu 
à une phase légère de taux en protéine x1 et 
une phase dense de taux en protéine x2.   
 
3.B.1.2. Etat de l’art concernant les modélisations des transitions de phase 
liquide-liquide 
   
La modélisation des diagrammes de phases des systèmes colloïdaux est un thème très 
actuel. De nombreux groupes (H. Lekkerkerker, D. Frenkel, etc...) produisent de nombreux 
travaux théoriques sur ce sujet, et nous ne tenterons pas de faire un revue exhaustive, mais 
juste de donner des illustrations de la possibilité de déduire certains profils de diagrammes de 
phases des interactions inter-particules (protéines dans notre cas). En particulier, des travaux 
concernant la corrélation entre la transition liquide-liquide et la cristallisation ont montré 
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qu’en présence d’un potentiel de paire de courte portée par rapport au diamètre de la particule, 
on obtenait une séparation de phase liquide-liquide métastable par rapport à la séparation 
liquide-solide (cf. Fig. 3.B.1.2.1. (B), issue de Wolde et Frenkel (Wolde et Frenkel 1997), et 
que si au contraire le potentiel de paire était de longue portée devant le diamètre de la 
particule, la séparation liquide-liquide était thermodynamiquement stable (cf. Fig. 3.B.1.2.1. 
(A)). La description précise des potentiels inter-protéines en solution est donnée dans la partie 
3.C.  
 
 
Fig. 3.B.1.2.1.  Diagramme de phase d’une particule dans le cas A d’une interaction dont la 
portée est longue devant le diamètre de la particule (insert) ; B d’une interaction dont la 
portée est courte devant le diamètre de la particule (insert). La phase fluide représente une 
solution de colloïdes, la phase vapeur, une solution diluée de colloïdes et la phase liquide une 
solution concentrée de colloïdes ( Wolde et Frenkel 1997). T et Tc sont les températures et 
températures critiques, ρ est la densité de particules  , et σ le diamètre effectif des particules   
 
Les travaux expérimentaux (Thomson et al. 1987; Broide et al. 1991; Asherie et al. 
1998; Galkin et Vekilov 2000) font fréquemment usage du modèle empirique de type 
phénomène critique (Stanley 1971) pour décrire et ajuster les limites de transition liquide-
liquide. La loi reliant la concentration à la température est donnée dans l’éq. 3.B.1.2.1.  
 
β
c
c
c
c
T
TT
A
C
CC



 −
=
−
 (éq. 3.B.1.2.1.) 
 
où Cc est la concentration en soluté au point critique, C est la concentration en soluté, 
Tc est la température de la solution au point critique, et T la température de la solution. 
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L’exposant β peut prendre la valeur 0,5 (Thomson et al. 1987) ou 0,325 (Broide et al. 
1991),en accord avec le modèle d’Ising tridimensionnel (Pathria 1996 ).  
Il est à noter que ce modèle considère la binode avec une forme parabolique et 
symétrique (quand β=0,5) par rapport à la concentration critique CC. 
 
Nous venons de considérer rapidement les bases théoriques qui expliquent l’existence 
de la transition de phase liquide-liquide. La description des mécanismes mis en jeu dans la 
décomposition d’une phase liquide en deux phases liquides différentes est donnée dans la 
partie suivante.   
 
3.B.2. Mécanismes de décomposition liquide-liquide 
 
 Une partie de ce manuscrit s’attachera à étudier le comportement des solutions 
de BPTI subissant une transition liquide-liquide. Nous venons de présenter des aspects 
théoriques concernant ce phénomène, cependant, la connaissance de la possibilité d’une 
démixtion dans tel ou tel type de conditions ne nous donne pas toute l’information sur 
l’influence de cette dernière sur le système. Une démixtion ne se limite pas à un état initial 
(avant démixtion) et un état final (solution démixée), mais le type de mécanisme peut jouer un 
rôle prépondérant dans le comportement macro et microscopique du système. Dans les parties 
suivantes nous nous attacherons donc à caractériser théoriquement les deux mécanismes de 
démixtion répertoriés (et que nous avons rencontrés durant ce travail). 
D’un point de vue géométrique les points spinodaux correspondent aux points d’inflexion de 
l’enthalpie de mélange (Fig. 3.B.1.1.2.(a)), autrement dit ils séparent la courbe en deux 
parties, une partie concave et une partie convexe. Du point de vue mathématique, les deux 
points spinodaux correspondent aux points ou la dérivée seconde de l’enthalpie de mélange 
s’annule (éq. 3.B.2.1.).  
 
0
)(
2
2
=
∆
∂
∂
X
XGmix
 (éq. 3.B.2.1.) 
La Fig. 3.B.2.1. présente un diagramme d’enthalpie libre de mélange, et ses deux points 
spinodaux, ainsi que le diagramme des phases correspondant. 
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(b)(a)
Protéine
T
Solvant x2x1 x1spin x2spin Protéine
Tx < TC∆Gmix
0
x2x1
Solvant
x1spin x2spin
 
Fig. 3.B.2.1. Détermination des points spinodaux 
(a) Diagramme d’enthalpie libre de mélange, et ses deux points spinodaux 
 (b) Diagramme des phases correspondant 
 
En fonction de l’état du système placé en conditions de démixtion on aura un 
mécanisme de décomposition en deux phases de type « binodal » ou « spinodal ».  
 
3.B.2.1. Décomposition binodale 
 
Les conditions appliquées au système (Schéma dans la Fig. 3.B.1.1.2.(b)) sont telles 
que la solution est sursaturée par rapport à la phase cristalline et est dans une zone dite 
métastable qui correspond à la région concave de la courbe de la Fig. 3.B.2.1.1.(a). La dérivée 
seconde de l’enthalpie libre de mélange étant positive, la solution est stable vis à vis des 
fluctuations de concentration locales en solution (Lupis 1983). En effet, toute solution 
présente de petites fluctuations de concentration localisées d’origine brownienne, ainsi, la 
concentration locale fluctue autour de Xmoy avec une amplitude δX plus ou moins importante. 
Cette amplitude est déterminante pour l’apparition de la démixtion liquide-liquide. De même 
que pour la nucléation de cristaux, la nucléation d’une seconde phase liquide nécessite un 
«germe », une zone de liquide de plus forte concentration, d’ou l’existence d’un temps de 
latence dans la cas de la démixtion de ce type. On parle alors de démixtion de type 
« binodale », ou de « nucléation croissance » de la phase dense. La  Fig. 3.B.2.1.1. présente 
l’état d’une solution dans la zone métastable vis à vis de la démixtion : B est la solution 
homogène moyenne de concentration Xmoy, et A le mélange de solutions de phases peu et très 
concentrées généré localement, de même concentration globale. L’énergie de la solution A est 
égale à la somme de l’énergie de la phase de concentration Xmoy + δX et de l’énergie de la 
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phase de concentration Xmoy - δX. On la lit donc sur la Fig. 3.B.2.1.1.(a). comme la projection 
du point A sur l’axe des énergies. On constate que l’énergie de A est supérieure à celle de B, 
il y a donc une barrière énergétique à la nucléation de la phase dense. Le graphique (a) 
présente une fluctuation de concentration locale et la séparation de phases correspondante, qui 
est instable et sera résorbée. Le graphique (b) présente une « fluctuation » de concentration 
suffisante pour générer un germe de nucléation de phase dense. Ce processus est 
énergétiquement coûteux. Après démixtion, deux phases de concentration X1 et X2 sont en 
équilibre (Fig. 3.B.1.1.2.(b)), pour une température T et une concentration globale en soluté 
X. 
 
A
Xmoy + δX
Xmoy - δX
∆Gmix
0 X1
spinX1 Xmoy X
B
∆Gmix
0 X1
spinX1 Xmoy X
A
Xmoy + δX
Xmoy - δX
B
(a) (b)  
Fig. 3.B.2.1.1. Etat d’une solution dans la zone métastable vis à vis de la démixtion : B est la 
solution homogène moyenne, et A le mélange de solutions de phases peut et très concentrées 
généré localement. (a) présente une fluctuation de concentration locale et instable. (b) 
présente une fluctuation de concentration suffisante pour générer un germe de nucléation de 
phase dense. 
     
3.B.2.2. Décomposition spinodale 
 
Les conditions appliquées au système (Fig. 3.B.1.1.2.(b)) sont telles que la solution est 
sursaturée par rapport à la phase cristalline et est dans une zone instable qui correspond à la 
région convexe de la courbe de la Fig. 3.B.2.2.1. Cette condition définit la décomposition dite 
de type « spinodal » La dérivée seconde de l’enthalpie libre de mélange étant négative, la 
solution est instable vis à vis des fluctuations de concentration locales en solution (Lupis 
1983; Hillert 1998; Cahn 1959) (la concentration locale fluctue autour de Xmoy avec une 
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amplitude δX). La Fig. 3.B.2.2.1. présente l’état d’une solution dans la zone instable vis à vis 
de la démixtion : B est la solution homogène moyenne, et A le mélange de solutions de phases 
peu et très concentrées généré localement. On constate que l’énergie de A est inférieure à 
celle de B, il n’y a donc pas de barrière énergétique à la nucléation de la phase dense. Une 
fluctuation de concentration locale et la séparation de phases correspondante est plus stable et 
sera amplifiée.  
 
 
X moy 
A 
Xmoy + δ XB 
X moy - δ X 
∆ mix G 
0 X sp1 X 1 XXsp2
 
 
 
 
 
Fig. 3.B.2.2.1. Solution dans la zone 
instable vis à vis de la démixtion : B est 
la solution homogène moyenne, et A le 
mélange de solutions de phases peut et 
très concentrées généré localement. 
Une fluctuation de concentration locale 
sera amplifiée. 
 
D’un point de vue plus théorique, la décomposition spinodale est un mécanisme impliquant 
un gradient d’énergie agissant sur la force motrice des fluctuations de concentration. Si l’on 
considère des fluctuations de concentration sinusoïdales proportionnelles à sin(ky), l’enthalpie 
molaire libre de mélange prend aussi en compte la contribution du gradient d’énergie généré 
par ces fluctuations, comme reproduit dans l’éq. 3.B.2.2.1. (Hillert 1998, p-382) 
 
)/()( 2dydxKxGG mixmix +∆=∆   (éq. 3.B.2.2.1.) 
 
où y est la coordonnée spatiale et dx/dy le gradient de composition. La condition de limite de 
stabilité (dérivée seconde de l’enthalpie nulle, soit d2∆Gmix/dx2=0) permet de déterminer une 
longueur d’onde critique λcrit(=2π/k) limite des fluctuations de concentration, donnée dans 
l’éq. 3.B.2.2.2., au delà de laquelle toute fluctuation de concentration croîtra. 
 


 ∆
−=
dx
xGdK mixcrit 2
2 )(/8πλ  (éq. 3.B.2.2.2.) 
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La différence profonde entre décomposition binodale et spinodale réside donc dans 
l’existence d’une longueur d’onde critique de stabilité des fluctuations de composition 
thermiques dans le cas de cette dernière, alors que pour la binodale, toute les petites 
fluctuations seront instables, et l’apparition d’une phase dense nécessitera une germination de 
plus grande taille, phénomène statistiquement plus rare et donc plus lent (qui pourra 
éventuellement être favorisé par la présence de poussières, et autre impuretés).  
La Fig. 3.B.2.2.2. représente une zone de décomposition liquide-liquide et les types de 
fluctuations de densités locales mises en jeu pour les deux différentes sortes de 
décomposition : pour une décomposition spinodale, une fluctuation thermique de longueur 
d’onde supérieure à λc sera instable et s’accroîtra, tandis que pour une décomposition 
binodale, un mécanisme de nucléation-croissance est mis en jeu, avec nécessité d’avoir un 
noyau (R>Rc).   
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.B.2.2.2. Zone de décomposition 
liquide-liquide et les types de fluctuations de 
densités locales mises en jeu pour les deux 
différentes sortes de décomposition.  λc  est 
la longueur d’onde critique définie dans 
l’éq. 3.B.2.2.2. pour la décomposition 
spinodale, Rc est le rayon minimal d’un 
nucléus stable pour le mécanisme de 
nucléation croissance. (Georgalis et al. 
1998) 
 
3.B.3. Eléments concernant l’influence de la démixtion sur la nucléation 
 
3.B.3.1. Quelques éléments expérimentaux  
 
Dans cette partie nous reprenons et détaillons les remarques faites dans la partie 
2.A.2.2. sur les propositions concernant l’influence ou non de la transition de phase liquide-
liquide sur la nucléation. 
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3.B.3.1.1. Littérature tendant à montrer une non-promotion de la 
nucléation par la démixtion liquide-liquide 
 
Les mises en évidence expérimentales de la non influence de la démixtion sur la 
nucléation ne manquent pas dans la littérature récente. Nous rappellerons que Broide et al. 
(Broide et al. 1996 ) montrèrent qu’une démixtion de γ-globulines produite par diminution de 
température était stable, et ne donnait lieu ni à cristallisation ni à formation de précipités. 
Kuzenov et al. (Kuzenov et al. 2001), observèrent que dans de nombreux cas l’existence 
d’une grande quantité de phase riche en protéine ne donnait lieu qu’à peu ou pas de cristaux. 
Kuzenov et al. (Kuzenov et al. 2001) montrèrent aussi par AFM, dans le cas de la thaumatine 
que si une concentration extrêmement importante en protéine (comme c’est le cas dans les 
gouttelettes de phase très concentrée) augmentait la vitesse de croissance, elle n’augmentait 
pas la nucléation secondaire sur la surface. De plus des études par diffusion quasi-élastique de 
lumière (Malkin et McPherson 1993, 1994; Georgalis et al. 1993) et diffraction de neutrons 
(Niimura et al. 1994) montrent pour divers systèmes que le nombre de grands clusters et 
agrégats formés lors de ce que Kuznetsov et al. (Kuznetsov et al. 2001) estiment être une 
séparation de phases liquides excède le nombre de cristaux finalement formés. De plus les 
cristaux croissent souvent à l’interface des deux phases démixées, vers l’extérieur (vers le 
phase légère), et dans ce cas l’effet promoteur de nucléation peut être dû davantage à 
l’hétérogénéité du système qu’aux propriétés intrinsèques des deux phases. Notons en 
remarque que les études (par DL) par les groupes de McPherson et Georgalis sont souvent 
contestées, car ces auteurs déduisent directement de leurs fonctions de corrélation une 
distribution en taille de particules et concluent à l’existence d’agrégats pré-nucléation, 
négligeant les interactions entre particules (ce qui provient de l’assimilation d’un coefficient 
de diffusion mesuré à un coefficient d’auto-diffusion). De même dans le cas de Niimura et al., 
ou un traitement contestable de données de DNPA conduit à une interprétation en terme 
d’agrégats sujette à caution (assimilation de courbes d’intensités diffusées à des facteurs de 
formes). 
Enfin, récemment, Vivarès et al. (Vivarès et al. 2004) et Lafferère et al. (Lafferère et al. 2004) 
(resp.), dans des études portant sur la protéine modèle Urate oxydase et une petite molécule 
d’intérêt pharmaceutique (resp.) observèrent que la démixtion gênait plutôt la nucléation.   
Toutes ces observations sont quelque peu opposées à l’idées que la transition liquide-
liquide pourrait avoir un effet promoteur de la cristallisation en solution.  
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3.B.3.1.1. Littérature tendant à montrer  une promotion de la nucléation 
par la démixtion liquide-liquide 
 
Néanmoins Broide et al. (Broide et al. 1996) mirent en évidence une corrélation entre 
températures de transition liquide-solide et liquide-liquide, dans le cas du lysozyme, et 
énoncèrent l’idée d’une forte corrélation entre transition liquide-liquide et liquide-solide. 
Cependant de nombreux travaux vont dans un sens opposé : Galkin et Vekilov, dans des 
travaux publiés de 1999 à 2002, montrent (par observation optique sur une statistique de 
plusieurs centaines d’essais de cristallisation), dans le cas du lysozyme en présence de sel, que 
la vitesse de nucléation homogène J (cm-3.s-1) est maximale à température très légèrement 
supérieure à la température de transition liquide-liquide, comme cela est reproduit dans la Fig. 
3.B.3.1. 
 
 
 
 
Fig. 3.B.3.1. Dépendance de la vitesse 
de nucléation homogène  J(cm-3.s-1) 
des cristaux de lysozyme à température 
T, pH 4.5, en tampon Na Acétate 
50mM, en sel  4% NaCl, pour des 
concentrations en lysozyme de 50 et 80 
mg/ml. Les lignes pointillées verticales 
indiquent les températures de 
démixtion, les courbes sont juste des 
guides pour les yeux. (Galkin et 
Vekilov  2000) 
 
Est aussi mise en évidence par de nombreux auteurs l’augmentation de la vitesse de 
croissance des cristaux par la présence de la phase dense en solution. Ce point est illustré 
notamment par un article de Vivarès et al. (à paraître), qui réalise une étude par microscopie 
confocale à fluorescence (MCF) sur les propriétés de croissance de la protéine Glucose 
Isomérase en présence de PEG 10kDa, en démixtion liquide-liquide.  La Fig. 3.B.3.2. 
représente un cristal de Glucose Isomérase en présence de PEG 10kDa, croissant dans une 
solution démixée, goutte par goutte. Le fait que le cristal croisse dans la phase dense et pas 
dans la phase légère est interprété en terme de propriétés de diffusion de matière différentes 
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dans les deux phases: dans la phase légère la matière doit diffuser « en volume » pour 
atteindre le cristal, tandis que dans la phase très concentrée, le cristal est déjà mouillé par une 
phase liquide très riche en protéine, d’ou une cristallisation plus rapide dans cette dernière 
phase. 
   
 
 
 
Fig. 3.B.3.2. Cristal de Glucose Isomérase 
croissant dans une solution démixée, goutte 
par goutte. La Cprotéine globale est de 
55mg/ml, en présence de 9.5% de PEG 
10kDa, 0.5M NaCl, 10mM Tris pH7. La 
première image a été prise 30min après 
mélange, la seconde image 225s après la 
première. Les échelles de couleurs à gauche 
traduisent la concentration en protéine, et 
les images ont un coté de 230µm. (Vivarès et 
al. 2005). 
 
Georgalis et al. (Georgalis et al. 1998) par des expérimentations de diffusion statique 
de lumière (DSL) aux petits angles résolue en temps portant sur des solutions de lysozyme en 
NaCl, à pH acide, observent la formation d’une phase « labyrinthique » coalescente, donnant 
lieu à formation de cristaux. Ils observent la formation de ces domaines et l’associent à un 
mécanisme de décomposition spinodale. Ces auteurs soutiennent donc l’idée d’une influence 
positive de la démixtion sur la cristallisation. 
Tous ces travaux expérimentaux sont accompagnés d’un effort théorique visant à 
proposer des mécanismes pouvant expliquer la raison de la promotion de la nucléation par la 
transition de phase liquide-liquide, comme nous allons le voir à présent. 
 
3.B.3.2. Eléments théoriques présentées dans la littérature au sujet du caractère 
promoteur de la démixtion sur la cristallisation 
 
L’une des propositions théoriques les plus citées pour expliquer la promotion de la 
nucléation par la transition liquide-liquide, dans les systèmes de polymères (et en particulier 
de protéines), est un mécanisme de cristallisation en deux étapes, où la première étape 
consiste en la formation d’une gouttelette de phase très concentrée en protéines dans laquelle 
la nucléation serait plus favorisée que dans la solution initiale. La seconde étape consiste en la 
nucléation (facile) d’un noyau stable, dans cette phase. Une représentation de ce processus est 
donnée dans la Fig. 2.A.2.2. Wolde et Frenkel calculèrent en 1997 (Wolde et Frenkel 1997) 
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que la barrière énergétique de nucléation était baissée de plusieurs ordres de grandeur au 
voisinage d’un point critique métastable de démixtion liquide-liquide ; une interprétation 
physique fournie par ces auteurs est que dans les gouttelettes préalablement formées les 
cluster (ou nucléus) pré-cristallins se verraient mouillés par les couches pseudo-liquides de 
protéines et verraient ainsi leur énergie interfaciale diminuée. Talanquer et Oxtoby (Talanquer 
et Oxtoby 1998), dans le même esprit développèrent un modèle phénoménologique pour des 
fluides soumis a des interactions à courtes portées, pour étudier l’influence de fluctuations de 
densités critiques sur la structure des nucléus critiques et la barrière énergétique de nucléation. 
Ces auteurs montrent un changement de nature important de la nucléation au voisinage du 
point critique. La Fig. 3.B.3.2.1. présente la barrière de nucléation en solution en fonction de 
la température, cette dernière est minimale au voisinage de la température critique Tc (définie 
dans les chapitre précédents). Haas et Drenth (Haas et Drenth 1999) proposèrent le même type 
de mécanisme à deux étapes : nucléation de gouttelettes très concentrées puis nucléation de 
cristaux dans cette phase. 
  
 
 
 
 
 
Fig. 3.B.3.2.1. La barrière de nucléation 
∆Ωcl/kt à différentes températures autour du 
point critique. Résultats obtenus suivant 
une méthode décrite dans Talanquer et 
Oxtoby (Talanquer et Oxtoby 1998). 
 
3.C. Des interactions en solution 
 
 La forme des diagrammes de phases des protéines en solution, et par suite la 
sursaturation et la capacité d’une solution à cristalliser, dépendent du type d’interactions inter-
protéines en solution. Ces interactions se traduisent par une force F dérivant d’un potentiel de 
paire que nous supposerons à symétrie radiale dans la suite du manuscrit (nous le noterons 
U(r)). Les protéines seront aussi considérées comme des particules sphériques. 
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Les potentiels que nous décrivons dans les parties suivantes sont ceux que nous utiliserons 
pour modéliser les facteurs de structure de nos solutions dans les chapitres suivants. 
On pourra se référer aux travaux d’Israelachvili (notamment Israelachvivli 1985) pour des 
précisions concernant la théorie DLVO, et aux travaux de Belloni pour le théorie en rapport 
avec les interactions des protéines en solution (notamment Belloni et al. 1986)   
  
3.C.1. Forces de volume exclus 
 
 Lorsque deux macromolécules globulaires s’approchent, elles ne peuvent 
s’interpénétrer à cause de la répulsion de leurs nuages électroniques. Cette répulsion se traduit 
par un force de volume exclu, (aussi appelée force de répulsion stérique). Aussi on considère 
les protéines comme des sphères dures, ce qui se traduit par le potentiel décrit par l’éq. 
3.C.1.1. 
 
+∞=)(rU , pour r<σ   (éq. 3.C.1.1.) 
  0)( =rU , pour r>σ 
 
où σ est le diamètre de la particule considérée.  
 
3.C.2. Forces coulombiennes 
 
 Il existe entre deux particules de charge Z1 et Z2 une interaction électrostatique dite 
coulombienne, dont l’expression du potentiel est donnée dans l’éq. 3.C.2. 
 
r
ZZrU
rεπε0
21
4)( =    (éq. 3.C.2.) 
 
où ε0 et εr sont les constantes diélectriques du vide et du solvant, et  r la distance entre les 
charges Z1 et Z2. Cette interaction de longue portée est répulsive pour les particules ayant des 
charges de même signe, et inversement. 
 
3.C.3. Forces de Van der Waals 
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Les interactions dipôle permanent / dipôle permanent (interaction de Keesom), dipôle 
permanent / dipôle induit (interaction de Debye) et dipôle induit / dipôle induit (interaction de 
London) constituent ce que l’on appelle les interactions de type Van der Waals (Israelachvili 
1994). 
Si une particule présente un moment dipolaire permanent µ, des interactions attractives de 
type dipôle-charge ou dipôle-dipôle sont présentes. Les dipôles sont capables de tourner plus 
ou moins librement. Il est alors possible de calculer un potentiel d’interaction dipolaire en 
moyennant sur toutes les orientations du dipôle et en utilisant la statistique de Boltzmann. 
Tout atome ou toute molécule est polarisable. Cela signifie que toute particule, en présence 
d’un champ électrique extérieur E crée par les charges ou les dipôles permanents 
environnants, possède un moment dipolaire induit dû à la déformation de son nuage 
électronique. Il est possible de calculer les trois types de potentiels d’interaction impliquant 
ces dipôles et les charges fixes. Enfin, toute molécule, même apolaire, possède à tout instant 
un dipôle instantané crée par une dissymétrie dans la répartition des charges due à la rotation 
des électrons autour des noyaux. En moyenne, ce moment dipolaire instantané est nul. Ce 
dipôle instantané crée un champ électrique qui génère un dipôle induit au sein des atomes ou 
molécules voisines. Il est possible de calculer le potentiel d’interaction impliquant la 
polarisation instantanée.  
Tous ces potentiels d’interaction présentent une variation en r-6, ce qui permet d’écrire 
le potentiel d’interaction de Van der Waals comme dans l’éq. 3.C.3.1. 
 
6
disporientind
VDW r
CCC
)r(U
++
−=    (éq. 3.C.3.1.) 
 
où Cind, Corient et Cdisp s’expriment à partir de l’expression des forces concernées ci-dessus. 
Cette expression est valable pour des atomes ou des molécules. Dans le cas de deux protéines, 
l’interaction de Van der Waals peut être calculée à l’aide de la théorie de Lifshitz-Hamaker, 
qui traite les particules comme des milieux continus. Entre deux particules sphériques 
identiques de rayon R situées à une distance r l’une de l’autre, le potentiel de Van der Waals 
s’écrit alors suivant l’éq. 3.C.3.2. 
 


 


−++
−
−= 2
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où A est la constante de Hamaker. A courte distance, ce potentiel tend vers –AR/12r, tandis 
qu’à longue distance, il varie en r-6. La constante de Hamaker A est fonction des constantes 
diélectriques et des indices de réfraction relatifs au solvant et à la particule. Dans le cas des 
protéines, elle a été évaluée dans l’eau à environ 3kT (Malfois et al. 1996; Roth et al. 1996) . 
 
3.C.4. Le modèle DLVO 
 
Dans le cas où des macromolécules chargées sont plongées au sein d’un électrolyte de 
faible force ionique, un modèle simple, le modèle DLVO, a été élaboré il y a plus de 50 ans 
par Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek pour exprimer le potentiel d’interaction entre 
particules. Dans ce modèle, le potentiel résultant existant entre deux macromolécules est la 
somme du potentiel de sphères dures UHS, du potentiel coulombien Ucoul et du potentiel de 
Van der Waals UVdW (éq. 3.C.4.1.) : 
 
)r(U)r(U)r(U)r(U VdWcoulHS ++=  (éq. 3.C.4.1.) 
 
Les expressions des potentiels de sphères dures et de Van der Waals ont été données 
dans les parties précédentes. Dans le modèle DLVO, les ions sont considérés comme 
ponctuels et n’interviennent explicitement qu’à travers la constante d’écrantage κ, qui est 
l’inverse de la longueur de Debye 1/λD= I /3 (approximation valide à température ambiante). 
Le potentiel coulombien est alors issu de la théorie de Poisson-Boltzman linéarisée (éq. 
3.C.4.2.) : 
 
( )
( ) rR
RrrU
r
coul Z 20
2
1
)2(exp
4)( κ
κ
επε +
−−
=   (éq. 3.C.4.2.) 
 
où Z et R sont respectivement la charge et le rayon de la macromolécule. 
Le potentiel DLVO (Fig. 3.C.4.1.) est plus particulièrement adapté aux solutions diluées en 
colloïdes lorsque les interactions ions-colloïdes sont faibles. 
 
Chapitre 3 : Rappels théoriques 
___________________________________________________________________________ 
 51
-3
-2
-1
0
1
0 30 60 90
Van der Waals
Coulombien 
Sphères Dures
DLVO
U
 (r
) /
 k
B
T
r(Å)  
 
 
 
 
 
Fig. 3.C.4.1. Représentation du potentiel DLVO 
dans le cas d’une particule de diamètre σ = 
40Å, de charge Z=5.5, pour une force ionique 
I=40mM et un potentiel de Van der Waals 
caractérisé par une constante de Hamaker de 
2.5kBT. 
 
3.C.5. Autres forces 
 
 On connaît depuis longtemps dans les systèmes colloides-polymères l’existence d’une 
force attractive dite de déplétion. Cette force a pour origine une augmentation d’entropie 
induite par l’adjonction de polymères non adsorbants à la solution colloïdale. Une description 
précise de ce phénomène a été donnée récemment par Lekkerkerker et al. (Lekkerkerker et al. 
1992).   
D’autres forces, dont l’origine et les mécanismes sont parfois méconnus, peuvent 
intervenir en solution. Ces forces sont dites non-DLVO. Nous allons ici nous focaliser sur les 
forces de solvatation faisant intervenir les interactions entres les particules et l’eau ainsi que 
sur les forces spécifiques des sels ajoutés. Les forces de solvatation comprennent les forces 
hydrophiles (ou d’hydratation) et les forces hydrophobes. Les surfaces (généralement polaires 
ou chargées) ayant plus d’affinité pour l’eau qu’entre elles sont dites hydrophiles et les forces 
susceptibles d’agir entre elles sont qualifiées d’interactions hydrophiles. L’interaction 
hydrophile résultante entre deux surfaces hydrophiles est répulsive. Les surfaces ayant peu 
d’affinité pour l’eau sont dites hydrophobes. L’interaction dite hydrophobe entre deux 
surfaces hydrophobes est attractive. Les interactions hydrophiles et hydrophobes sont toutes 
deux dues à une restructuration des molécules d’eau au voisinage des surfaces respectivement 
hydrophiles ou hydrophobes. Cependant aucune approche théorique satisfaisante expliquant 
l’origine de ces deux forces n’est disponible dans la littérature (Israelachvili 1994; 
Israelachvili et Wennerström 1996; Marcelja 1997). 
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CHAPITRE 4 : METHODES  EXPERIMENTALES ET NUMERIQUES 
 
Dans ce chapitre nous présentons les techniques expérimentales utilisées dans les deux 
parties principales de cette thèse. Tout d’abord nous présenterons les instruments de 
détermination du diagramme de phases et d’investigation en solution: sous ce titre sont 
regroupées les méthodes optiques et dispositifs adjacents (microscopies, contrôles de 
température Peltier développés au CRMCN), les techniques de diffusion de lumière (D-L) et 
de diffusion de Rayons X aux petits angles (DXPA) utilisant les grands instruments 
synchrotron du LURE  (D24) et de l’ESRF (ID2). Nous présentons aussi les techniques de 
gel, et enfin les méthodes de caractérisation des phases : les procédures de séparation 
mécaniques des phases, les méthodes numériques de détermination de l’oligomérisation en 
solution. 
 
4.A. Méthodes de détermination du diagramme de phase et d’investigation en solution 
 
 4.A.0. Préparation du matériel en solution utilisé 
   
  4.A.0.1. La protéine 
  
Le BPTI que nous avons utilisé nous a été fourni par la société Bayer AG 
(TRASYLOL Aprotinin lot 9104), sous forme de poudre lyophilisée. La poudre est 
directement dissoute dans son tampon, et la solution obtenue est utilisée comme solution 
mère. 
 
  4.A.0.2. Préparation des solutions 
  
Tous les produits chimique utilisés pour préparer les solutions sont de grade 
analytique. Les solutions sont mises au pH désiré par ajout de HCl (1M) ou de NaOH (1M) à 
l’aide d’un pH-mètre Tacussel ISIS 2000. Les solutions préparées sont filtrées sur des filtres 
de 0,22µm afin d’éliminer les poussières. Les solutions contiennent 3mM d’azoture de 
sodium, afin d’empêcher le développement bactérien. Elles sont stockées à + 4°C et ne sont 
pas conservées plus d’un mois pour éviter les problèmes de variation de concentration et de 
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pH. Par convention, nous avons choisi d’appeler solution mère la solution dans laquelle est 
dissoute la protéine sans agent cristallisant (en général très concentrée), et solution saline la 
solution concentrée en sel. La solution tampon est la solution au bon pH sans protéine ni agent 
cristallisant. 
Le protocole de préparation des solutions tampons est le suivant : Un volume de l’acide ou de 
la base 100% (resp.) du type désiré est ajouté à de l’eau ultra pure (système osmose inverse 
ELGA UHQ) afin d’obtenir un concentration finale de 50mM. A l’aide d’une solution de 
NaOH (1M) ou de HCl (1M)  (resp.) au compte goutte la solution est amenée au pH désiré, 
puis le volume est ajusté avec de l’eau pure. Pour la préparation des solutions salines nous 
procédons de la même manière et nous ajustons le pH après dissolution du sel. Les solutions 
mères sont préparées par dissolution de protéine en poudre dans du tampon, et dosage par 
D.O. 
 
4.A.1. Dispositif d’observation optique des solutions à température contrôlée  
 
Les manipulations nécessitant un suivi visuel des solutions ont été réalisées au 
CRMCN, au moyen d’un microscope optique inverse (Nikon TE-300), cf. Fig. 4.A.1.1. 
 
(a)
(b)
(c)
(d)
 
Fig. 4.A.1.1. dispositif de microscopie optique :  
(a) Ecran de surveillance et station d’enregistrement des films informatisée (logiciel 
Microvision) 
(b) Microscope  optique inverse (*4 et *10) 
(c) Caméra CCD d’enregistrement. 
(d) Contrôle en température par cellule Peltier, séquences programmable. 
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Ce dispositif permet l’observation de solutions à température contrôlée par cellules à 
effet Peltier. La vitesse de réponse du dispositif  Peltier est de 1°C.s-1 pour des solutions d’un 
volume de 200 µl environ.  
 
4.A.2. Techniques de Microbatchs 
  
 Les morphogrammes à pH basique (notamment en (NH4)2SO4) ont été obtenus en 
« Microbatch ». Cette technique permet de tester rapidement et efficacement un grand nombre 
de conditions expérimentales, avec une bonne statistique. Les supports des gouttes que nous 
avons utilisé sont des plaquettes Hampton de 6*12 puits d’une contenance de 7µl chacun 
environ. Les plaquette sont optiquement transparentes, ce qui permet de contrôler les 
solutions par microscopie optique. Les puits sont recouverts d’une couche d’huile de paraffine 
(Hampton HR3-411), afin d’éviter au maximum toute évaporation des gouttes de solution.   
Tous nos essais ont été systématiquement au minimum triplés, afin d’avoir une statistique 
fiable, et les observations ont été réalisées sur au minimum 1 mois, tous les 2 jours.  
 
4.A.3. Titration des solutions de protéines  
 
 La concentration en protéine de chaque solution est déterminée par spectrométrie UV 
en mesurant l’absorbance à une longueur d’onde spécifique (λ=280nm pour le BPTI), 
correspondant à un maximum du spectre d’absorption de la protéine. Le spectre d’absorption 
du BPTI est représenté sur la Fig. 4.A.3.1. L’application de la loi de Beer-Lambert (éq. 
4.A.3.1.) permet de calculer la concentration en protéine. Le spectromètre utilisé est un 
Uvicon 810 à double faisceau, les cellules de quartz utilisées ont un trajet optique de 1 cm 
pour un volume de 500 µl. 
 
CBPTIlDO ..ε=         (éq. 4.A.3.1.) 
 
où le coefficient d’extinction massique ε (ml.mg-1.cm-1) = 0,786, l est le trajet optique, CBPTI la 
concentration en BPTI (mg/ml).  
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Fig. 4.A.3.1. Spectre d’absorption du BPTI 
 
4.A.4. Détermination des courbes de solubilité par cristallisation 
 
Les courbes de solubilité peuvent être déterminées par cristallisation d'une solution 
sursaturée ou par dissolution de cristaux dans une solution sous-saturée. Pour ces deux 
méthodes la concentration en protéine doit tendre vers la même valeur Cs, la solubilité (Fig. 
4.A.4.1.), qui représente l'équilibre thermodynamique entre la solution de protéine et les 
cristaux (éq. 3.A.1.3.1.). 
 
Concentration en protéine dans
le surnageant
TempsCs
(a)
(b)
 
 
 
Figure 4.A.4.1. Représentation de la 
variation de la concentration en protéine 
dans le surnageant au cours du temps lors de 
la mise à l'équilibre (a) par cristallisation et 
(b) par dissolution. 
 
 
 La détermination d'un point de solubilité par cristallisation consiste à partir d'une 
solution sursaturée, et une fois que la quantité de cristaux est suffisante, à mesurer au cours du 
temps la valeur de la concentration  en protéine dans le surnageant. Lorsque la concentration 
n'évolue plus, l'équilibre est atteint. Comme la mise à l'équilibre nécessite plusieurs jours 
(jusqu'à 60 jours), il est important de travailler à température constante et d'éviter les 
problèmes d'évaporation. Il est également important de signaler que le volume de départ doit 
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être suffisamment important (≈200µl) pour permettre des prélèvements réguliers du 
surnageant. Les solutions sont placées dans les cellules en verre en enceinte thermostatée. La 
précision sur la mesure de solubilité est d’environ ± 1mg/ml, la température est contrôlée à 
environ ± 1°C. 
 De manière rigoureuse un point de solubilité obtenu par cristallisation devrait être 
vérifié par dissolution. Cela consiste à ensemencer une solution sous-saturée. Tant que les 
cristaux se dissolvent, la solution est sous-saturée. Lorsque la dissolution s'arrête, on a atteint 
l'équilibre. En pratique, la solubilité n'est obtenue que d'une seule façon, en général par 
cristallisation, afin de limiter la consommation en protéine. Cependant pour s'assurer que la 
valeur obtenue correspond réellement à l'équilibre et non à un équilibre apparent dû à un 
empoisonnement des faces des cristaux par une impureté, les solutions sont portées à des 
températures plus basses ou plus hautes, si la solubilité est directe ou inverse respectivement. 
Si la croissance des cristaux "redémarre", c'est-à-dire que la concentration dans le surnageant 
diminue, cela signifie donc que les faces des cristaux ne sont pas empoisonnées. Procéder de 
cette manière permet également d'obtenir un point de solubilité à une température différente 
dans les mêmes conditions de cristallisation (concentration et nature de l'agent de 
cristallisation). 
 
4.A.5. Technique de séparation des phases par centrifugation  
 
4.A.5.1. Principe 
 
L’utilisation de la technique de centrifugation a été nécessaire pour toutes les 
manipulations en démixtion. Elle nous permet d’avoir un accès expérimental aux deux phases 
individuellement. La méthode consiste à effectuer une transition de phase liquide-liquide par 
abaissement de température, puis, à température constante, différencier mécaniquement les 
deux phases par centrifugation, puis les séparer en les prélevant.  
 
4.A.5.2. Mise en oeuvre 
 
On centrifuge une solution de 500µl à 10000tr/min durant 1 heure à la température de 
démixtion souhaitée, (en centrifugeuse thermostatée Eppendorf 5804 R), dans un rotor de  
diamètre 15 cm. La phase dense (la phase très concentrée) est alors complètement décantée au 
fond du tube, et la phase légère (phase peu concentrée) surnage. Il est aisé de prélever à l’aide 
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d’une pipette de type pipetteman un volume connu de phase peu concentrée et de le doser par 
DO à 280nm. Puis on prélève soigneusement le restant de phase peu concentrée, en prenant 
garde de ne pas prélever de phase très concentrée ni de laisser de phase peu concentrée dans 
l’eppendorf (dans la suite les abréviations PPC et PTC (resp.) se réfèreront aux phases peu et 
très (resp.) concentrées). A ce stade tous les renseignements concernant la phase peu 
concentrée sont connus : sa concentration CPPC, son volume VPPC et sa masse MPPC. Il s’agit 
alors de déterminer la CPTC et le VPTC, ce qui est une opération très délicate, étant donnée la 
faiblesse de VPTC (typiquement quelques µl, ce qui fait qu’en pourcentage on risque toujours 
d’avoir une erreur énorme sur la détermination de la CPTC), et la viscosité de la phase très 
concentrée. Pour ce faire on utilise la procédure dont les étapes successives sont décrites dans 
le schémas 4.A.5.2.1. Les calculs correspondants sont détaillés à la suite. 
 
c d
e f
g h  
Avant démixtion 
a-  masse du tube vide 1 (Mtube1a) 
b- masse du tube plein (Mtot1b) 
DO à  280nm (CBPTI 1b) 
volume de solution (Vsol1b) 
 
Après démixtion 
Centrifugation 10 000trs/min durant 1 heure 
à la température de démixtion 
 
Prélever un volume de surnageant inférieur au volume total 
pour ne pas prélever de culot 
c- masse du tube vide 2 (Mtube2c) 
d- volume de surnageant prélevé (Vsurn2d) 
masse du tube plein (Mtot2d) 
DO à 280 nm (CBPTI surn2d) 
 
Surnageant restant 
e- masse du tube vide 3 (Mtube3e) 
f- volume de surnageant restant (Vsurn3f) 
masse du tube plein (Mtot3f) 
 
Culot + tampon 
g- masse du tube avec le culot (Mculot1g) 
volume de tampon nécessaire pour la dilution (Vtpon) 
Mesure par pipetage du volume du culot dilué (Vculot1h)   
h- masse du tube plein (Mtotdil1h) 
DO à  280 nm de la PTC diluée (CPTC DO) 
Schémas 4.A.5.2.1. Manipulation de séparation physique des phases démixées.  
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Les étapes décrites ci-dessus ne font pas appel à des calculs incluant des hypothèses 
d’approximation, par contre la détermination de la CPTC, à partir de la CPTCDO (la 
concentration déterminée par spectroscopie UV du culot dilué) est plus délicat. Le calcul 
correspondant est donné dans l’éq. 4.A.5.2.1. 
 
dilutionPTCDOPTC CCC *=     (éq. 4.A.5.2.1.) 
 
ou Cdilution, le coefficient de dilution, est le quotient du volume du culot plus le volume de 
tampon ajouté, sur le volume du culot (éq. 4.A.5.2.4.). Il est clair que toute la difficulté 
provient de la détermination du volume du culot. Pour cela nous avons utilisé deux méthodes : 
nous avons déterminé par pipetage le volume du culot dilué dans le volume connu de tampon, 
ce qui par une simple soustraction nous permet d’obtenir le volume du culot (éq. 4..A.5.2.2.). 
Nous avons aussi fait l’hypothèse que le volume total de solution non démixée était conservé 
au cours de la démixtion puis de la centrifugation, ce qui permet un calcul du volume du 
culot, suivant l’éq. 4.A.5.2.3.  
 
Vculot =   Vculot1h - Vtpon   (éq. 4.A.5.2.2.) 
 
Vculot =   Vsol1b – Vsurn2d - Vsurn3f (éq. 4.A.5.2.3.) 
 
où les dénominations correspondent aux définitions données dans le Schéma 4.A.5.2.1.  
Le  volume de culot choisi pour le calcul du coefficient de dilution est la moyenne des deux 
calculs précédents, pour chaque manipulation. 
 
culotV
culotVtponVCdilution
+=   (éq. 4.A.5.2.4.) 
 
Les résultats des manipulations de séparation mécanique de phase sont présentés dans la 
partie 5.C.2. 
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4.B. Diffusion de rayons X aux Petits Angles (DXPA) 
 
La DXPA est une technique qui permet d’obtenir des renseignements sur la nature 
d’objets en solution, dans une échelle de taille pouvant aller de 10 à 10000Å environ,  ainsi 
que sur leurs interactions. C’est donc une technique qui a été indispensable à ce travail. 
 
4.B.1. Principe généraux de la DXPA 
 
Plusieurs auteurs ont déjà décrit par le passé, en détail, les principes théoriques et techniques 
de la DXPA (Guinier et Fournet 1955; Berne et Pecora 1976; Linder et Zemb 1991; Tardieu 
1994; Vachette 1996). La technique de DXPA consiste à exposer un échantillon (dans notre 
cas une protéine) à d’un faisceau de RX, qui va être élastiquement diffusé (pas de changement 
de longueur d’onde) par les électrons des atomes de l’échantillon. 
L’interaction entre RX et matière étant faible, on doit soumettre au faisceau simultanément un 
grand nombre de particules pour pouvoir mesurer un signal détectable. On utilise comme 
cible une solution de particules (dans notre cas des protéines). 
 
4.B.2. Diffusion par une solution de protéines 
 
Les solutions de protéines étant isotropes (les molécules en solution prennent toutes les 
orientations par rapport au faisceau incident, dans tout l’espace de l’échantillon), on obtient 
expérimentalement non pas l’intensité diffusée par une molécule dans une direction s i(s), 
mais <i(s)>Ω sa moyenne sphérique par rapport à l’angle solide Ω. 
La DXPA est une technique à basse résolution et il faut tenir compte de la notion de contraste 
de densité électronique. A basse résolution, le solvant  est considéré comme homogène, 
caractérisé par une densité électronique moyenne ρ0. La présence de particule en solution ne 
pourra être détectée que dans la mesure ou leur densité électronique ρ(r) est « suffisamment 
différente » de ρ0. Pour quantifier cette différence on introduit la notion de contraste de 
densité électronique, qui s’exprime suivant l’éq. 4.B.2.1. 
 
∆ρ(r) =ρ(r)- ρ0  (éq. 4.B.2.1.) 
 
La Fig. 4.B.2.1. représente schématiquement le contraste de densité électronique d’une 
protéine dans un solvant de densité électronique constante ρ0. 
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r
ρ
Solvant SolvantProtéine
ρ0
Ρ(r)
∆ρ(r)
 
 
 
 
Fig. 4.B.2.1. Représentation 
schématiquement du contraste de densité 
électronique d’une protéine dans un solvant 
de densité électronique moyenne ρ0. 
 
L’amplitude de diffusion et de la fonction d’auto-corrélation (fonction de distribution des 
distances de la molécule) deviennent alors, suivant les éq. 4.B.2. 2. et 4.B.2. 3. 
 
dViA )2exp().()( ∫ −∆= rsrs πρ   (éq. 4.B.2.2.) 
 
∫ +∆∆=
rV
rdVVrP )()(
1)( RrrR ρρ   (éq. 4.B.2.3.) 
 
où Vr est le volume de la protéine. Le contraste du signal diffusé par une solution de protéine 
est intrinsèquement faible, d’une part parce que le contraste de densité électronique protéine-
solvant est faible, car les protéines sont principalement constituées d’atomes légers, d’autre 
part parce que la totalité du signal diffusé est répartie sur l’angle solide défini par l’ensemble 
des directions de diffusion s. Des dispositifs expérimentaux doivent donc être utilisés dans le 
but de minimiser le fond de diffusion parasite (cf. chapitre montage expérimental). 
 
4.B.2.1. Diffusion par une solution idéale 
 
On emploiera le terme de particules  pour désigner les protéines en solution, que ce 
soit à l’état de monomère, ou d’oligomère, en précisant le cas échéant. On définit une solution 
monodisperse comme une solution dont toutes les particules qui la composent sont 
rigoureusement identiques. On définit une solution idéale comme une solution dont les 
particules qui la composent n’interagissent pas entre elles. 
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4.B.2.1.1. Facteur de forme (FF) 
 
 Dans une solution idéale, chaque particule diffuse de manière indépendante, l’intensité 
diffusée par une solution de particules idéales s’exprime donc simplement comme la somme 
des contributions de chacune des N particules (éq. 4.B.2.1.1.1.) 
 
I(s)=    (éq. 4.B.2.1.1.1.) ∑
=
N
k
k si
1
)(
 
Si la solution est monodispersée, toutes les particules sont identiques et diffusent de la même 
manière, l’intensité devient donc : 
 
I(s)=Ni(s)  (éq. 4.B.2.1.1.2.) 
 
car i(s) est l’intensité diffusée par chaque particule. Dans ce cas, i(s) est appelé le facteur de 
forme (FF). Dans le cas d’une particule monodisperse, il est caractéristique de la particule 
diffusante, car il ne dépend que de son contraste de densité électronique avec le solvant (éq. 
4.B.1.4. et 4.B.2.3.). 
 
 4.B.2.1.2. Intensité à l’origine et rayon de giration (Rg)  
 
On considère le cas d’une solution idéale monodisperse. Guinier et Fournet (Guinier et 
Fournet 1955) ont montré qu’aux petits angles l’intensité diffusée pouvait se développer en 
puissances de s2 comme donné dans l’éq. 4.B.2.1.2.1. 
 



 −≈

 ++−= sRgIsksRgIsI 223
241)exp0(...4223
241)0()( ππ       (éq. 4.B.2.1.2.1.) 
 
Cette équation, connue comme l’approximation de Guinier, est valide pour une protéine dans 
un domaine angulaire aux petits angles vérifiant 2πsRg<1. Elle permet, en traçant la fonction 
ln[(I(s)]=f(s2), de déterminer expérimentalement la valeur du rayon de giration de la particule, 
ainsi que son intensité à l’origine I(0). Le rayon de giration Rg  est la moyenne quadratique 
des distances de tous les points de la particule à son centre de gravité, et s’exprime suivant 
l’éq. 4.B.2.1.2.2.  
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∫
∫
∆
∆
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Vr
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dVrr
dVrrr
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2)(
2
ρ
ρ
   (éq. 4.B.2.1.2.2.) 
 
D’autre part, la valeur extrapolée de l’intensité à l’origine permet une mesure indirecte de la 
masse moléculaire des particules en solution. En effet, on obtient l’éq. 4.B.2.1.2.3. 
 
)( 2'')()()0()0(
'
mNdVrdVrrrNNiI
VrVr
∆=∆∆== ∫ ∫ ρρ   (éq. 4.B.2.1.2.3.) 
 
où ∆m=m-m0, m étant le nombre d’électrons de la particule et m0 celui du volume de solvant 
déplacé par la particule. On peut exprimer m0 à l’aide du volume spécifique partiel 
électronique de la particule (Ψ (Å3/électron)) suivant m0=ρ0Ψm et I(0) devient alors : 
 
I(0)=Nm2(1-ρ0Ψ)2   (éq. 4.B.2.1.2.4.) 
 
Connaissant l’intensité à l’origine sur une échelle absolue, la concentration et le volume 
spécifique partiel électronique de la particule en solution, on peut déterminer le nombre 
d’électrons qui la compose. La masse moléculaire M peut alors être estimée  grâce au rapport 
M/m qui dépend de la composition chimique de la particule (pour une protéine, M/m=1.87). 
Travailler dans les conditions de Guinier nécessite d’utiliser des solutions suffisamment 
diluées pour pouvoir négliger les interactions inter-particules, et de posséder des données 
expérimentales aux tous petits angles. 
 
4.B.2.1.3. Notion de point « isobestique » dans les courbes d’intensité 
diffusée de mélanges binaires. 
 
Nous avons vu que dans le cas de particules sans interactions, l’intensité diffusée par 
une solution était égale à la somme des intensités diffusées par chacune des particules (ce qui 
suit est utilisable aussi si on considère uniquement un domaine angulaire ou l’influence des 
facteurs de structure c.-à-d. des interactions inter-protéines devient très faible). Plus 
précisément, dans le cas d’un mélange de deux oligomères d’une protéine, l’intensité diffusée 
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par le mélange sera la combinaison linéaire de l’intensité diffusée par chaque type 
d’oligomère, pondérée par leurs quantités respectives, comme donné dans l’éq. 4.B.2.1.3.1. 
 
[ )(*)1()(**),( sIsICsCI nm ]αα −+=    (éq. 4.A.2.1.3.1.) 
 
où I(C,s) est l’intensité diffusée par une solution de concentration C, à l’angle s, composée 
d’un mélange d’oligomères m et n en solution, où Im(s) et In(s) (resp.) sont les intensités 
diffusées par unité de masse de l’oligomère m et n (resp.), et où α est le taux massique 
d’oligomère m en solution. Si les courbes d’intensité diffusée par unité de masse des 
oligomères m et n se recoupent à l’angle siso, (ce qui signifie que Im(siso)=In(siso)=Iiso) il est 
clair que l’intensité diffusée globale à cet angle devient celle donnée par l’éq. 4.B.2.1.3.2. 
 
[ isoisonisomiso ICsIsICsCI *)(*)1()(**),( ]=−+= αα    (éq. 4.B.2.1.3.2.) 
  
On voit bien que pour une C donnée, quel que soit le taux massique d’oligomère m et n en 
solution, l’intensité à l’angle siso est la même. On appelle le point  de la courbe d’intensité 
diffusée correspondant à cet angle point isobestique. La Fig. 4.B.2.1.3.1. présente à titre 
d’illustration les intensités diffusées (facteurs de formes) par un monomère et un décamère de 
BPTI, ainsi qu’une combinaison linéaire de ces deux oligomères (40%-60%).  
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Fig. 4.B.2.1.3.1. Intensités diffusées 
(facteurs de formes) par 10 monomères et 
un décamère de BPTI, ainsi qu’une 
combinaison linéaire de ces deux 
oligomères (40%-60%). Le point 
isobestique est indiqué par un carré, ses 
coordonnées sont Iiso,siso=0.0175Å-1. 
 
4.B.2.2. Diffusion par une solution réelle. 
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L’intensité diffusée I(c,s), par un échantillon de particules sphériques monodisperses 
de concentration c, à l’angle s, présentant des interactions entre elles, peut s’écrire comme le 
produit d’un facteur de forme I(0,s) et d’un facteur de structure (FS) S(c,s), (Tardieu 1994), 
comme cela est écrit par l’éq. 4.B.2.2.1. 
 
),(*),0(),( scSsIscI =                  (éq. 4.B.2.2.1.) 
 
Le facteur de structure est la transformée de Fourier de la moyenne sphérique de la fonction 
d’autocorrélation g(r) de la fonction de distribution de particules, (éq. 4.A.2.2.2.). 
 
drrs
rsrgrscS πππρ 22sin)1)((41),( 2 −+= ∫    (éq. 4.B.2.2.2.) 
 
 Le facteur de forme est la transformée de Fourier normée de la moyenne sphérique de la 
fonction d’autocorrélation du contraste de densité électronique associé à la particule.  
Dans le cas idéal de particules monodisperses sans interactions, I(c,s) est simplement égal à 
I(0,s) le facteur de forme, car le facteur de structure est égal à 1 sur tout le domaine angulaire 
du fait de l’homogénéité de la distribution des particules dans tout l’espace de la solution.  
Dans le cas de particules en interaction on a un facteur de structure non unitaire aux petits 
angles, dont la forme varie en fonction du type d’interactions (attractives ou répulsives) entre 
les particules. Le Schéma 4.B.2.2.1. montre les différentes composantes de l’intensité I(c,s) et 
notamment les facteurs de structure correspondant aux différentes solutions : le facteur de 
structure des solutions attractives est >1 aux petits angles et inversement.  
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Schéma 4.B.2.2.1. les deux composantes de I(c,s) en fonction du type d’interactions inter 
protéines.   
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4.B.2.3. Montage expérimental et acquisition des données 
 
4.B.2.3.1. Montage expérimental 
 
Les manipulations ont été effectuées au Laboratoire pour l’Utilisation du 
Rayonnement Electromagnétique (LURE) sur le banc de DXPA D24, ainsi qu’à l’European 
Synchrotron Rayonnement Facility (ESRF) sur le banc ID2.  
Une description détaillée de l’équipement D24 est faite par Depautex et al. (Depautex et al. 
1987), et par Dubuisson et al. (Dubuisson et al. 1997), ainsi que sur le site http:/www.lure.u-
psud.fr. Le faisceau de RX est rendu monochromatique (λ=1,488Å) et focalisé par réflexion 
sur un cristal de germanium courbe. Un ensemble de fentes verticales et horizontales permet 
de le colimater et d’éliminer les diffusions parasites. Par ailleurs, l’ensemble du trajet optique 
du faisceau est placé sous vide pour s’affranchir de la diffusion des RX due à l’air. L’intensité 
diffusée est enregistrée à l’aide d’un détecteur linéaire à gaz (90% Xe, 10% C2H6, sous 2 
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bars), fonctionnant en régime proportionnel (compteur de photons). Le signal est traité par un 
montage électronique CAMAC, relié à un pc. Celui-ci permet également le pilotage à distance 
de l’expérience (définition du nombre de clichés, des paramètres temporels de l’expérience, et 
visualisation des courbes en direct). 
La distance détecteur-échantillon, dont dépend le domaine angulaire considéré est réglable sur 
une plage permettant un domaine angulaire de 0,001 à 0,06 Å-1environ. 
Lors des expérimentations, l’échantillon est placé dans un environnement adapté au type de 
manipulation envisagé : dans le cadre de cette thèse, l’environnement échantillon était une 
cellule sous vide portant un capillaire en quartz, thermostaté par circulation d’eau, dans lequel 
on introduit à l’aide d’une seringue Hamilton un volume minimal par expérience d’environ 
50µl de solution.  
Le Schéma 4.B.2.3.1.1. donne une présentation de l’équipement D24 (LURE). 
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Faisceau direct
s0
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n d
iffu
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s=s0-s1
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Noir de carbone
(débrayable)
Détecteur
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Beam-stop
 
 
 
 
 
 
 
 
Schéma 4.B.2.3.1.1. Diffusion de 
RX par un échantillon, dans la 
configuration existant au LURE 
(D24).  
 
Une description détaillée d’ID2 est disponible sur le site http:/www.ESRF.fr. De 
même que dans le cas de D24, un ensemble de fentes permet de colimater le faisceau. Le 
faisceau est rendu monochromatique par un monochromateur Si-111 et est focalisé par un 
miroir toroïdal. La ligne ID2 permet une distance échantillon-détecteur allant de 0,75m à 
10m, ce qui autorise une plage angulaire de 0,0001 à 0,1 Å-1 environ. Le haut flux du faisceau 
et la caméra CCD 2D frelon permettent une vitesse d’acquisition des courbes très importante. 
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Plusieurs porte-échantillons sont disponibles, dont certains sont thermostatés. Le Schéma 
4.B.2.3.1.2. donne une présentation de l’équipement ID2 (ESRF). 
 
 
Schéma 4.B.2.3.1.2. Ligne ID2 à l’ESRF, Diffusion de RX par un échantillon. 
 
4.B.2.3.2. Acquisition des données 
 
Les expérimentations de ce travail réalisées au LURE ont suivi la séquence 
d’acquisition des données de DXPA suivante :  
 
Noir de Carbone (NdC) 20sec – Echantillon N*X sec – NdC 20sec 
 
Dans une source synchrotron, l’intensité du faisceau de RX incident diminue avec le temps. 
Pour corriger cet effet, et celui de l’absorption de l’échantillon, chaque cliché enregistré est 
normalisé par rapport à l’intensité transmise par l’échantillon au moment de sa collecte. On 
enregistre ainsi, avant et après chaque échantillon, un cliché de noir de carbone dont la 
moyenne des intégrales (avant et après) est utilisée comme facteur de normalisation. Le noir 
de carbone possède en effet la propriété de diffuser très fortement les Rayons X. Placé juste 
après l’échantillon étudié, l’intégrale de son cliché est donc directement proportionnelle à 
l’intensité transmise par l’échantillon. L’enregistrement des données correspondant à 
l’échantillon consiste à prendre N clichés de X secondes chacun (le nombre et la durée 
d’acquisition de clichés dépendant de la nature de l’échantillon). Cette acquisition fractionnée 
permet de vérifier la stabilité de l’échantillon durant la manipulation (pas d’agrégation ni de 
dégradation par exemple).  
L’obtention des données sous un format « utilisable » est réalisée grâce au programme 
SAXWIEWER, développé au LURE par J. Perez en 1999/2000, sous IDL © (Research 
Systems, Inc., CO, USA), qui présente l’avantage de posséder des menus déroulants et une 
interface graphique performante permettent une analyse et une comparaison immédiate des 
données. Les étapes du traitement sont les suivantes : tout d’abord, on normalise les N clichés 
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bruts par rapport à l’intensité transmise (NdC). Les clichés normés sont ensuite inspectés 
visuellement pour vérifier qu’ils n’évoluent pas, puis sont moyennés si c’est le cas. Il reste 
ensuite à soustraire le contribution au signal du tampon, pour ne garder que celle de la 
protéine. Pour cela, on prend un cliché d’une solution de tampon seul, après avoir pris le 
cliché de la protéine dans son tampon. On peut alors soustraire le cliché moyenné du tampon 
au cliché moyenné de la solution de protéine dans son tampon. Ce traitement est réalisé 
indépendamment pour chaque expérience. L’erreur σ, associée à chaque point expérimental, 
est estimée au départ sur les clichés bruts comme étant la racine carrée du nombre de coups 
reçus pendant la collecte, puis elle est propagée à travers chacune des étapes du traitement. 
 
La procédure d’obtention des clichés de DXPA à l’ESRF reprend les mêmes principes. 
L’une des différences est que le détecteur étant une caméra 2D, on obtient des clichés ayant 
une symétrie sphérique, l’intensité diffusée est donc sphériquement moyennée. Le signal est 
normalisé avec un signal sans faisceau afin de s’abstraire des distorsions du détecteur, puis on 
soustrait un tampon. 
 
4.C.  Procédure de détermination Numérique de l’état des protéines en solution 
  
REMARQUE PRELIMINAIRE : Dans la suite du manuscrit, on se réfèrera parfois aux 
sels sous un nom abrégé : K, AS, AP, PEG (resp.), pour KSCN, ammonium sulfate, 
ammonium phosphate, polyéthylène glycol (resp.), pour alléger le mise en page des figures. 
 
Nous avons défini dans le second chapitre les objectifs de cette thèse, au nombre 
desquels : la détermination de l’état d’oligomérisation du BPTI en solution (que ce soit en 
solution claire ou démixée), et la détermination des interactions inter-protéines en solution, 
dont dépendent les propriétés de démixtion et de cristallisation. La résolution de ces objectifs 
est passée pour ce travail, en très grande partie, par des études de DXPA. Plus précisément, la 
connaissance de l’état physique de la protéine en solution (oligomérisation notamment) peut 
nous être fournie par la détermination des facteurs de forme de DXPA. La connaissance des 
interactions inter-protéine en solution, quant à elle peut nous être fournie par l’étude des 
facteurs de structure de DXPA, ce qui nécessite que l’on aie tout d’abord les facteurs de forme 
correspondants...  
L’objet de ce chapitre est donc de préciser ce que l’on entend par détermination de facteur de 
forme, et quels renseignements sur l’état de la protéine on obtient en connaissant un facteur de 
forme. 
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4.C.1. Comment détermine-t-on un facteur de forme ? 
 
 Le facteur de forme dépend de l’état physique de la particule en solution considérée, 
donc de sa conformation (deux protéines différentes auront des facteurs de forme différents), 
et de son état d’oligomérisation. Tout le jeu de l’étude des facteurs de forme consiste à créer 
un facteur de forme théorique, correspondant à une «solution théorique» que l’on pense être 
semblable à la solution réelle, et à comparer les deux facteurs de forme théoriques et réels. 
S’ils se superposent, on considère avoir déterminé le facteur de forme de la solution étudiée, 
et on considère donc que l’état des protéines réelles en solution est le même que l’état 
théorique que l’on avait supposé. 
On possède principalement deux moyens de vérification de la bonne correspondance entre 
facteur de forme théorique et expérimental : la courbe nommée « résiduel » et le paramètre de 
qualité d’ajustement Qi (ou χ). Le résiduel R(s) permet une vérification visuelle, et sa formule 
est donnée dans l’éq. 4.C.1.1. 
 
(s)FF(s)FF
(s)FF(s)-FF2R(s)
thexp
thexp
+=     (éq. 4.C.1.1.) 
 
où FFth(s), FFexp(s) (resp.) désignent les facteurs de forme théoriques et expérimentaux (resp.). 
Le meilleur ajustement est déterminé par minimisation du paramètre de qualité χ 2, l’écart 
type entre l’ajustement et la courbe expérimentale, donné par l’éq. 4.C.1.2.  
 
2
max
min )(
exp )()(12 ∑ =  −= s ss s th sFFsFFN σχ    (éq. 4.C.1.2.) 
 
où smin et smax désignent respectivement l’angle minimal et maximal de calcul (ici on 
considère des données discrétisées, au nombre de N), et σ(s) est l’erreur expérimentale 
associée, à l’angle s. 
 
4.C.1.1. Principe de choix des facteurs de forme théoriques des espèces en 
solution 
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Il a été indiqué au chapitre 3 que le signal diffusé par une solution de particules sans 
interactions (facteur de forme) était la somme des intensités diffusées par chacune de ses 
particules. Par conséquent, ajuster un facteur de forme expérimental au moyen d’un facteur de 
forme théorique nécessite que l’on possède au préalable des facteurs de forme théoriques de 
toutes les espèces distinctes en solution.  
 
4.C.1.1.1. Le programme Crysol 
 
Nous utilisons les facteurs de forme théoriques fournis par le programme Crysol 
(Svergun et al. 1995), à partir des données cristallographiques réunies dans la Protein Data 
Bank (PDB).  
Le programme Crysol permet d’évaluer la diffusion de solutions de particules dont la 
structure atomique est connue, en prenant en compte la présence d’une couche d’hydratation 
(modélisée comme une zone de 3Å ayant une densité électronique différente, Svergun et al. 
1998)  autour de la particule (voir la Fig. 4.C.1.1.1.1.), suivant l’éq. 4.C.1.1.1.1. 
 
Ω
+−= 20 )()()()( sAsAsAsI hca δρρ    (éq. 4.C.1.1.1.1.) 
 
où Aa(s), A0(s), Ah(s) (resp.) sont les amplitudes de diffusion de la particule dans le vide, du 
volume exclu, et de la couche d’hydratation (resp.). δρ désigne la différence entre la densité 
électronique de la couche d’hydratation ρh et la densité électronique du milieu ρ0. Le symbole 
<>Ω indique une moyenne effectuée sur l’ensemble des orientations de la particule.   
 
 
ρ a( r ) 
3 Å 
ρ 0 
ρ h 
 
 
Fig. 4.C.1.1.1.1. Représentation schématique 
d’une macromolécule en solution, comme 
considérée dans le programme Crysol 
(Svergun et al. 1995). La particule de densité 
électronique ρa(r) est entourée d’une couche 
d’hydratation de densité électronique ρh, 
d’épaisseur 3Å. La densité électronique du 
milieu est ρ0. 
 
Si le premier terme de l’éq. 4.C.1.1.1.1. (Aa(s)) se calcule facilement à partir des coordonnées 
cristallographiques de la particule, les deux autres, A0 et Ah font respectivement appel à deux 
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paramètres ajustables : ra, le rayon atomique effectif moyen, et δρ, le contraste de densité 
électronique de la couche d’hydratation par rapport au solvant. En pratique, les valeurs de ces 
deux paramètres sont soit imposées par l’utilisateur, soit déterminées automatiquement par 
Crysol, si on lui fournit un facteur de forme expérimental à ajuster. Le ra permet d’ajuster le 
volume total exclu. De manière simple, le volume occupé par la particule peut être estimé à 
partir du rayon moyen de Van der Waals (rm) des atomes ou groupes d’atomes qui la 
composent (pour une protéine, rm est proche de 1,62Å). Dans Crysol, rm est calculé à partir 
des coordonnées cristallographiques, puis le calcul du terme de volume exclu effectué, non 
pas en utilisant rm, mais en utilisant ra=rm+/-4%. Ainsi, le volume exclu est ajustable en restant 
réaliste. Le second paramètre, δρ, est ajustable dans une gamme comprise entre 0 et 0,06e.Å-3, 
soit un contraste de densité électronique nul ou de 20% supérieur pour la densité électronique 
de la couche d’hydratation, par rapport à la densité électronique de l’eau pure.    
 
4.C.1.1.2. Difficultés liées au choix des facteurs de formes théoriques 
 
Plusieurs problèmes se posent lors de la création de facteurs de forme à partir des 
données cristallographiques PDB, d’une part des problèmes de correspondance entre espèces 
en solution et espèces dans les unités asymétriques du cristal, et d’autre part des problèmes 
dans l’ajustement des paramètres de Crysol. 
 
4.C.1.1.2.1. Des problèmes de correspondance entre espèces en 
solution et espèces dans les unités asymétriques du cristal 
 
Les espèces oligomériques dont les coordonnées sont stockées dans la PDB sont les 
unités asymétriques des cristaux ayant servi à la détermination de la structure de la particule 
étudiée. Par exemple, si une particule X cristallise sous forme d’un cristal dont l’unité 
asymétrique est un oligomère 8X, le fichier PDB contiendra les coordonnées des résidus des 8 
particules formant l’unité asymétrique. Entre la récupération du fichier PDB correspondant à 
un type de particule et l’obtention du facteur de forme par Crysol de n’importe quel oligomère 
de cette particule, il y a donc nécessairement une étape de regroupement ou de dissociation 
« manuelle » des élément de l’unité asymétrique. Dans le cas où l’oligomère recherché est un 
sous ensemble de l’unité asymétrique, une simple suppression des coordonnées des résidus 
non désirés permet d’obtenir le bon facteur de forme. (Par contre, dans le cas ou l’oligomère 
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recherché serait plus gros que l’unité asymétrique, il s’avèrerait indispensable d’utiliser un 
logiciel de cristallographie, pour calculer les positions des résidus ajoutés.) 
Nous avons du utiliser cette méthode, dans ce travail, afin d’obtenir les divers types de 
facteurs de forme dont nous avons eu besoin. Cette méthode présente intrinsèquement 
plusieurs limitations liées au problème de la correspondance entre espèces en solution et 
espèces dans le cristal. 
Il est plus que probable que les oligomères « extraits » artificiellement des cristaux soient 
contraints, déformés par la présence, en premier lieu des autres monomères présents dans leur 
unité asymétrique (cas où l’unité asymétrique n’est pas le monomère), les protéines (dans 
notre cas) étant très fortement liées au sein de ces sous ensembles ; et en second lieu par le 
reste de l’entourage cristallin. Pour s’abstraire de la contrainte liée au type d’unité 
asymétrique on serait tenté de privilégier les facteurs de forme provenant de cristaux dont les 
unités asymétriques sont naturellement les unités supposées en solution (ou du moins dont la 
structure recrée les unités supposées en solution). 
La Fig. 4.C.1.1.2.1.1. représente les facteurs de forme théoriques correspondants aux 
monomères extraits des fichiers PBD cités dans le Tab. 4.C.2.1.2.2.1., obtenus grâce à Crysol 
pour les valeurs des paramètres ra=1.626Å et δρ=0,018e.Å-3 utilisées précédemment par 
Hamiaux (Hamiaux 2000). Les données cristallographiques PDB ont été déterminées à partir 
de cristaux obtenus dans diverses conditions, regroupées dans le Tab. 2.A.1.1. 
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Fig. 4.C.1.1.2.1.1.  Les facteurs de forme 
des différents types de monomères 
disponibles dans la PDB, les paramètres 
Crysol sont : δρ=0,018e-/Å3, et 
ra=1,626Å. Les abréviations sont 
extraites du Tab. 2.A.1.1., f_xxx désigne 
la forme cristalline  de type xxx. 
 
Le profil des 6 facteurs de forme est très similaire, surtout en ce qui concerne les courbes 
correspondant à 4PTI, 1BPI, 6PTI et 1BHC. L’intensité diffusée à angle nul (qui est 
directement proportionnelle à la masse de la protéine, cf. éq. 4.B.2.1.2.4.) des facteurs de 
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forme 1BOC et 1BZ5 (resp.) sont 16% et 8% (resp.) plus basse que l’intensité moyenne, ce 
qui indique une masse 16% et 8% (resp.) inférieure à la masse moyenne des autres 
monomères. Ceci peut s’expliquer par l’absence de certains résidus de certains atomes des 
fichier PDB concerné dont la liste est donnée en annexe Tab_A. 4.C.1.1.2.1.1. Les autres 
facteurs de formes étant quasiment superposés, nous utiliserons le facteur de forme de type A, 
tiré de l’entrée PBD 1BHC, de façon cohérente avec Hamiaux (Hamiaux 2000). 
 
4.C.1.1.2.2. Des problèmes dans l’ajustement des paramètres de 
Crysol. 
 
Les deux paramètres ra et δρ peuvent avoir un effet drastique sur les facteurs de forme, 
et par conséquent sur tous les renseignements que nous pourrons tirer de nos expérimentations 
de DXPA, en particulier la détermination des facteur de structure dépend crucialement du bon 
choix initial des facteurs de forme, comme nous le verrons par la suite.  
Dans la suite de ce travail, nous tenterons de conserver une valeur proche de 1,626Å pour la 
rayon atomique moyen, qui est une grandeur physique dont la valeur n’a pas de raison de 
beaucoup varier. 
Le choix de la valeur de l’épaisseur de la couche d’hydratation est plus délicat : ce paramètre 
est en effet sensé prendre en compte les phénomènes  liés à l’hydratation de la protéine, qui 
est dépendante du type de sel considéré (cf. partie 3.A.1.2.). Par conséquent, nous devrons 
déterminer une valeur de l’épaisseur de la couche d’hydratation pour chaque type de sel. 
  
4.C.1.2. Détermination du facteur de forme théorique dans le cas des solutions 
acides (KSCN 350mM, pH 4,5) 
 
Dans le cas des solutions de BPTI dans les conditions acides en présence de KSCN 
350mM précédemment explorées par Hamiaux nous utiliserons le facteur de forme acide 
1BHC, avec les paramètres Dro=0,018e-/Å3 et Ra=1,626Å, dans un souci d’homogénéité. 
 
4.C.1.3. Détermination des facteurs de forme théoriques dans le cas des 
solutions neutres et basiques. 
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 Dans le cas des solutions basiques, à pH 9,6 et 10, pour les sels KSCN, (NH4)2SO4,  
(NH4)2HPO4, et le polymère PEG400, il nous faut trouver un (ou des) facteurs de forme 
adaptés, de même que dans le cas des solutions neutres à pH 7.4, sans sel ou en KSCN.  
Pour cela nous allons ajuster le facteur de forme théorique de type 1BHC, au moyen de 
Crysol, sur une ou des courbes d’apparence monomérique, pour les pH  neutres et basique. Le 
paramètre d’ajustement étant comme nous l’avons déjà dit le contraste électronique de la 
couche d’hydratation δρ. Les deux monomères neutres et les 5 monomères basiques 
expérimentaux sont représentés sur la Fig. 4.C.1.3.1., normalisés à leur concentration à l’angle 
s=0,04Å-1, angle auquel le facteur de structure ne risque plus d’être très différent de 1. Les 
compositions de ces solutions sont données dans le Tab. 4.C.1.3.1.: 
 
CBPTI (mg/ml) Sel Tampon pH Origine 
5 Aucun Na Acétate 50mM 4,5 Lafont 1996 
6,3 Aucun HEPES 50mM 7,4 Grouazel Décembre 2003
6,3 KSCN 350mM HEPES 50mM 7,4 Grouazel Décembre 2003
6,3 Aucun Gly KOH 50mM 10 Grouazel Décembre 2003
10 (NH4)2HPO4 400mM NH4Bo 10mM 9,6 Grouazel Décembre 2002
12,5 20%PEG400 KOH 9,6 Grouazel Mars 2003 
12,5 KSCN 400mM NH4Bo 10mM 9,6 Grouazel Mars 2003 
12,5 (NH4)2SO4 400mM NH4Bo 10mM 9,6 Grouazel Mars 2003 
Tab. 4.C.1.3.1. Compositions des solutions de monomères expérimentaux utilisée pour la 
détermination des monomères théoriques. 
 
0,1
1
10
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Cb 5mg, sel 0mM, pH 4.5
Cb 12.5mg, sel 0mM, pH 7.4
Cb 6.25mg, KSCN 350mM, pH 7.4
id
 (u
.a
.)
s (A-1)
1
10
100
1000
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
id
 (u
.a
.)
s(A-1)
(a) 
0,1
1
10
0 0,02 0,04
Cb 5mg, sel 0mM, pH 4.5
Cb 6.25mg, sel 0mM, pH 10
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(b) 
Fig. 4.C.1.3.1. (a) Les 2 Monomères expérimentaux utilisés, à pH neutre, normalisés en 
fonction de leur concentration, à l’angle 0,04Å-1. En insertion, les mêmes courbes décalées 
pour plus de lisibilité. 
(b) Les 5 Monomères expérimentaux utilisés, à pH basique, normalisés en fonction de leur 
concentration, à l’angle 0,04Å-1. En insertion, les mêmes courbes décalées pour plus de 
lisibilité. 
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Ces solutions sont celles pour lesquelles la CBPTI est la plus basse disponible de nos séries, 
afin de minimiser l’influence d’éventuelles interactions sur l’ajustement et éviter la présence 
d’oligomères autres que monomères. La courbe correspondant à un monomère expérimental, 
obtenue par Lafont au LURE en 1996, de CBPTI 5mg/ml sans sel, en tampon Na Acétate, à pH 
4,5, est représentée comme référence comparative sur cette figure. 
Nous avons déjà vu que l’intensité diffusée par une solution de protéines était le produit d’un 
facteur de forme et d’un facteur de structure, unitaire à grands angles. Le fait d’avoir recalé 
toutes les courbes en concentration, à un angle de 0,04Å-1, nous permet de constater 
immédiatement que tous nos facteurs de formes ne se superposent pas, même aux grands 
angles. Plus précisément, le facteur de forme de la solution en PEG à pH basique présente une 
pente moins forte, sur l’ensemble de domaine angulaire. Cette différence de pente ne peut pas 
être attribuée à des différences de concentrations car nous sommes déjà recalés en 
concentration. Cette différence de pente ne peut pas non plus être attribuée à la présence d’un 
facteur de structure, car à de si faibles concentrations, on n’attend pas un facteur de structure 
capable de modifier le profil des intensités diffusées jusqu’à des angles de 0,035Å-1. De plus, 
tout facteur de structure présente nécessairement des oscillations autour de l’unité, ce qui 
signifie que si nous avions affaire à un facteur de structure non négligeable la différence de 
pentes entre la courbes de la solution ayant un facteur de structure non négligeable et les 
autres courbes (ayant des facteurs de structures unitaires)  présenterait des oscillations, or 
nous voyons que cette différence de pentes est à peu près constante. Dans le cas de cette 
solution en présence de PEG, on peut penser à un effet dénaturant de l’agent cristallisant sur 
la protéine, ce qui pourrait modifier le facteur de forme. 
Les autres courbes d’intensité diffusée à pH basique se superposent convenablement, au 
moins jusqu’à un angle d’environ 0,017Å-1, angle à partir duquel on peut raisonnablement 
attendre un facteur de structure non unitaire. 
A pH neutre, la courbe d’intensité diffusée en présence de KSCN a la même allure que le 
monomère sans sel à pH 4,5, alors la courbe d’intensité diffusée sans sel (à pH neutre) est très 
légèrement au dessus. Néanmoins, cette différence est tellement faible que nous pouvons 
considérer que le monomère est bien le même à pH neutre qu’à pH acide ou basique, ce que 
nous attendions.  
 Nous utiliserons donc comme monomère expérimental test la courbe de la solution sans sel, à 
pH 10, qui est définie sur un grand domaine angulaire et n’est pas très bruitée. 
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La Fig. 4.C.1.3.2. présente le résultat de notre ajustement de la courbe d’intensité diffusée 
citée précédemment, au moyen du facteur de forme théorique 1BHC : La différence de densité 
électronique de la couche d’hydratation déterminée est de 0,015e-/Å3. 
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Fig. 4.C.1.3.2. Ajustements de la courbe de 
diffusion de CBPTI 6,25mg, sans sel, à pH 10, 
LURE Décembre 2003, au moyen du facteur 
de forme Théorique 1BHC. Le ra a été fixé à 
1,626 Å et le contraste de densité électronique 
de la couche d’hydratation obtenu est de 
0,015e-/Å3, ce qui est proche de la valeur 
utilisée pou le pH acide (0,018e-/Å3). En 
insert, le résiduel correspondant.  
 
 
Nous venons de déterminer les paramètres des facteurs de forme théoriques que nous 
utiliserons pour nos ajustement : un rayon atomique moyen de 1,626Å dans tous les cas, et un 
contraste de densité de 0,018 et 0,015 (resp.) dans le cas des pH acides et des pH neutres ou 
basiques (resp.). Une fois ces facteurs de forme déterminés, il est possible de les combiner 
pour générer des  facteurs de forme de mélanges de plusieurs oligomères, correspondant à des 
solutions constituées de plusieurs espèces oligomériques, ce qui est le cas pour le BPTI en 
solution. Dans la partie suivante, nous allons présenter la méthode numérique de 
détermination des oligomères en solution qui nous avons utilisée. 
 
4.C.2. Procédure  numérique de détermination des oligomères (codes utilisant le 
langage IDL) 
 
Nous avons repris le principe de la procédure mise au point par Hamiaux (Hamiaux 
2000). Un programme utilisant le langage de programmation avancé IDL nous permet 
d’ajuster les courbes de DXPA. Le principe de cette procédure est d’ajuster des combinaisons 
linéaires de facteurs de forme théoriques de monomères et d’un autre oligomère. La 
combinaison linéaire utilisée est donnée par l’éq. 4.C.2.1.  
 
))(*)1()(*(*)( sFFsFFsFF XM ββα −+=   (éq. 4.C.2.1.) 
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où FF désigne le facteur de forme généré, α est le coefficient de pondération global, 
proportionnel à la concentration en protéine de la solution étudiée, et β le taux de l’oligomère 
« X-mère ». Il est naturellement possible d’utiliser un plus grand nombre d’oligomères 
théoriques, cependant nous utiliserons principalement des combinaisons linéaires à deux 
composants.  
Il est possible de déduire de cette procédure d’ajustement une CBPTI « théorique » (le 
coefficient de pondération global α). Cette dernière n’est cependant pas exprimée en valeur 
absolue, elle ne nous donne qu’une information sur la concentration relative d’une solution 
par rapport à celle d’une autre solution. Pour obtenir la concentration en valeur absolue, il est 
donc nécessaire de choisir une solution de référence de concentration que l’on considérera 
connue, qui nous permettra de « recaler » les valeurs des concentrations « théoriques » des 
autres solutions. L’éq. 4.C.2.2.  donne la formule permettant de calculer les concentrations 
« théorique» issues de notre procédure d’ajustement. 
 
refth
BPTI
ref
th
BPTI CC _*αα=       (éq. 4.C.2.2.) 
 
où l’indice ref désigne des grandeurs provenant de l’ajustement d’une solution de référence de 
caractéristiques (en particulier de concentration) connues. 
La meilleure combinaison linéaire est déterminée par minimisation du paramètre de qualité χ 2 
(parfois nommé Qi), l’écart type entre l’ajustement et la courbe expérimentale, donné en éq. 
4.C.2.3.  
 
2
exp
)2(
12 ∑ =  −−−= N Mj j jthj FFFFMN σχ    (éq. 4.C.2.3.) 
 
où FFexpj (resp. thj) est la valeur expérimentale (resp. théorique) du facteur de forme à l’angle j 
et jσ  l’erreur expérimentale associée, à l’angle j. Un paramètre d’entrée important dans notre 
procédure d’ajustement est le domaine angulaire d’ajustement, c’est à dire l’intervalle 
angulaire des courbes expérimentales que l’on choisit de prendre en compte dans le calcul du 
χ 2, dans l’éq. 4.C.2.3. ce paramètre est représenté par les nombres M (indice du point 
expérimental à l’angle minimal pris en compte dans le calcul) et N (indice du point 
expérimental à l’angle maximal pris en compte dans le calcul) . La partie suivante détaille la 
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manière dont nous le déterminons. La procédure de minimisation du χ2 utilise l’algorithme 
POWELL, dont le détail est donné dans Numerical recipies (Vetterling 1986). 
 
4.C.2.1. Principe de détermination du domaine angulaire d’ajustement: 
 
Du choix du domaine angulaire d’ajustement dépendra souvent drastiquement le 
résultat de la procédure. Aux grands angles, le rapport du signal protéine/tampon est plus 
faible, donc le signal est plus bruité, ce qui nuit à la qualité et au sens de l’ajustement. Il faut 
donc veiller à limiter la domaine d’ajustement aux grands angles à une zone 
« raisonnablement » bruitée. La limitation du domaine angulaire aux petits angles est une 
chose beaucoup plus cruciale (l’erreur expérimentale y est plus faible) et plus délicate. En 
effet nous savons qu’aux petits angles le signal est le produit du facteur de forme et d’un 
facteur de structure non unitaire. Par conséquent toute la difficulté consistera à tenter de 
couper le signal avant la zone où le facteur de structure devient non négligeable, sans pour 
autant se priver d’un trop grand domaine, ce qui aurait pour effet de rendre peut fiable notre 
ajustement. Mais déterminer le domaine ou la facteur de structure est négligeable n’est pas 
possible rigoureusement avant d’avoir le facteur de structure. Par conséquent la décision du 
choix du « bon » domaine angulaire se fera « à posteriori », après comparaison des résultats 
donnés par des ajustements réalisées pour différents domaines angulaires.   
 
4.C.3. Interactions inter-protéines en solution, traitements numériques utilisés 
 
4.C.3.1. Facteurs de structures et interactions 
 
On peut accéder aux potentiels d’interactions inter-protéines en solution par le biais 
des facteurs de structure expérimentaux déterminés par DXPA, dont l’obtention nécessite 
l’utilisation des procédures de détermination des facteurs de forme précédemment décrites. Il 
est possible d’ajuster ces facteurs de structure expérimentaux avec des facteurs de structure 
théoriques. Pour cela on utilise des potentiels théoriques tels que ceux décrits dans la partie 
3.C., que l’on traite grâce à des procédures programmées par Luc Belloni (Belloni 1986, 
1988, 1991), qui calculent les facteurs de structure de DXPA théoriques correspondants aux 
potentiels théoriques sus-nommés. Ce type de traitement  a déjà été utilisé pour d’autres 
systèmes, de colloïdes ou protéine-colloïdes, notamment par Ye et al. (Ye et al. 1996) ; 
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Luterbach et al. (Luterbach et al. 1999), Malfois et al. (Malfois et al. 1996), Tardieu et al. 
(Tardieu et al. 1999), Vivares et al. (Vivares et al. 2002)… 
La procédure mise au point par Luc Belloni est basée sur des équations intégrales issues de la 
mécanique statistique des liquides, qui expriment le facteur de structure S(c,s) dans le cas 
d’un système à 1 composant, (décrit dans l’éq. 4.C.3.1.1.) dans un système ou les objets et les 
interactions sont à symétrie sphérique.  
 
drrs
rsrgrscS πππρ 22sin)1)((41),( 2 −+= ∫           (éq. 4.C.3.1.1.) 
 
où ρ est le nombre de particules par unité de volume et g(r) la densité de probabilité de 
présence d’une particule à une distance r d’une autre particule. La détermination de cette 
fonction se fait par une procédure itérative utilisant les équations d’Ornstein-Zernike et 
HyperNetted Chain (Ces dernières et leur utilisation sont décrites avec précision dans les 
articles de Luc Belloni et récemment dans Vivarès et al. (Vivarès et al. 2002)), et nécessitant 
l’apport d’un potentiel de paire U(r) par l’utilisateur. Les paramètres du calcul sont le nombre 
N de points de calcul de la fonction et le pas de discrétisation de l’espace réel ∆r. On prendra 
les paramètres usuels N=512 et ∆r=2Å dans le reste de ce travail. L’objectif de ces procédures 
est donc de déterminer une fonction U(r), qui ajuste au mieux les facteurs de structure 
expérimentaux. Nous avons utilisé un potentiel de type DLVO, classique pour modéliser des 
interactions protéines-protéines. Les interactions protéines-sel sont implicitement comprises 
dans ce type de potentiel, comme décrit dans le chapitre 3. Ce potentiel est fonction de 5 
paramètres: le diamètre σ de la protéine, sa charge Z, la force ionique I de la solution, la 
profondeur et l’intensité du potentiel de Yukawa modélisant les interactions de type Van Der 
Waals. 
 Dans le cas d’un système à 2 composants, comme par exemple le BPTI à pH acide, 
nous avons utilisé la procédure mise au point par Luc Belloni dite « à deux composants », qui 
reprend le principe de la procédure à un composant, et qui nécessite de fournir 3 potentiels de 
paire Uij(r) et de mener en parallèle les calculs pour les trois couples ij. L’éq. 4.C.3.1.2. donne 
l’expression analytique du facteur de structure  du couple ij. 
 
drrs
rsrgijrjcicijsijS πππδ 22sin)1)((24)( −∫+=        (éq. 4.C.3.1.2.) 
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où i, j=1, 2 et δij est le symbole de Kronecker. L’éq. 4.C.3.1.3. donne l’expression de 
l’intensité totale diffusée aux petits angles (Guinier et Fournet 1955). 
 
)()(0)()(0)(02)()(0)( sjjSsjIjCsijSsjIsiIjCiCsiiSsiIiCsI ++=           (éq. 4.C.3.1.3.) 
où Ci est la concentration, Ii0(s) le facteur de forme, et Sij(s) le facteur de structure partiel. 
 
 4.C.3.2. Justification de la procédure de décomposition linéaire simple des 
facteurs de forme  
 
 Dans notre travail nous avons ajusté nos facteurs de forme au moyen d’une 
combinaison linéaire simple, suivant l’éq. 4.C.2.2.1., alors que nous sommes dans le cas d’un 
système biphasé, et que nos courbes de DXPA sont composés d’une composante simple 
correspondant à chaque oligomère, mais aussi d’une composante de couplage, suivant l’éq. 
4.C.3.2.1.  
 
)()()()( sIsIsIsI nmnm ++=    (éq. 4.C.3.2.1.) 
 
où I(s), Im(s), Imn(s) et In(s) (resp.) désignent  l’intensité diffusée totale, l’intensité diffusée par 
le monomère, l’intensité de couplage et l’intensité diffusée par le n-mère.  
Il est cependant légitime de négliger en première approche la composante de couplage, dans la 
détermination des facteurs de formes, car le facteur de structure de couplage est quasi-nul 
dans le domaine des grands angles que l’on utilise pour cette procédure. 
Il est donc licite d’utiliser une procédure telle que celle que nous avons utilisée pour 
déterminer nos taux d’oligomères. Par contre, une détermination rigoureuse des facteurs de 
structure devra prendre en compte les termes croisés. 
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CHAPITRE 5 : BPTI ET DEMIXTION, A PH ACIDE (4,5), EN KSCN 350MM 
 
Dans ce chapitre nous présenterons les résultats concernant la démixtion des solutions 
de BPTI à pH acide (4,5), en présence de KSCN 350mM. L’objectif  est de mettre en 
évidence le type de mécanisme de cristallisation du BPTI en solution, dans ces conditions et 
en présence d’une transition de phase liquide-liquide thermo-induite. Pour cela nous mettrons 
expérimentalement en évidence (la principale technique que nous avons utilisée est la DXPA)  
l’existence de deux types de décompositions (binodales et spinodales), en nous appuyant 
principalement sur les notions d’oligomérisation et de décantation. Nous présenterons les 
résultats des expérimentations de séparation mécanique de phases pour ce système, réalisées 
afin de caractériser individuellement chacune des phases démixées, et nous déterminerons les 
types d’oligomères et les interactions inter-protéines existant dans chacune de ces phases. 
Enfin l’analyse de données cristallographiques, à la lumière de nos résultats, nous conduira à 
proposer un mécanisme de cristallisation simple, en désaccord avec les propositions actuelles 
de la littérature. 
 
5.A. Influence du mécanisme de démixtion sur l’oligomérisation des solutions démixées 
  
Nous avons annoncé dans l’introduction de ce manuscrit que l’un des objectifs 
majeurs de cette thèse était de caractériser nos solutions de BPTI en démixtion. Nous devons 
déterminer les taux d’oligomères en solution au cours d’une démixtion : d’une part le taux 
global, puis les taux dans chaque phase. Pour cela nous avons effectué des expériences de 
DXPA à pH acide, en présence de KSCN 350mM. Dans ces conditions, notre système est 
sensible à la température, un paramètre contrôlable. Nous avons donc réalisé des séries 
d’expérimentations en fonction de la température, et plus précisément, c’est en diminuant la 
température que nous induisons une démixtion. La question se pose alors de la vitesse de 
descente en température (ou rampe de température) à utiliser. En effet, suivant cette rampe, 
pour une même température finale, notre système ne subira pas le même mécanisme de 
démixtion, mécanisme qui a une influence majeure sur son comportement macroscopique 
(comme par exemple la décantation). C’est cette question de l’influence du mécanisme de 
démixtion sur les propriétés de décantation des solutions que nous examinerons dans ce 
chapitre. 
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5.A.1. Quel type de rampe de température, quels effets possibles sur le mécanisme de 
démixtion  
 
La démixtion est thermo-induite, par abaissement de la température, suivant une rampe 
déterminée par l’expérimentateur. Typiquement on peut définir 2 types de rampes : une rampe 
« lente » et continue de la température (degré par degré, environ 2°C.heure-1 ), où l’on 
suppose que la solution est dans un état métastable à chaque instant (i.e. suit les limites de la 
binode) et par conséquent subit une démixtion de type nucléation-croissance des gouttes. 
L’autre rampe est dite « rapide » ou l’on a un saut de température (typiquement on baisse la 
température de 5°C aussi brusquement que le permet le dispositif), dans cette condition on est 
susceptible d’avoir une démixtion de type décomposition spinodale. Nous avons donc réalisé 
des essais suivant les 2 types de rampes. Le Schémas 5.A.1.1. représente le trajet sur un 
diagramme de phases correspondant à notre système des solutions soumises aux deux types de 
démixtion. 
 
Concentration en Protéine
Temperature
Solubilité
Liquide
Cristaux
Basse C Haute C
BinodeSpinode
 
 
 
 
Schémas 5.A.1.1. 
(a) Trajet sur le diagramme de phase 
d’une solution soumise à une démixtion 
“rapide” par baisse de la température, 
décomposition spinodale 
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(b) trajet sur le diagramme de phase 
d’une solution   soumise à une 
démixtion “lente” par baisse de la 
température, décomposition binodale 
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La description précise du sens thermodynamique de chaque élément du diagramme de 
phases est données dans le chapitre 3. Le diagramme 5.A.1.1.a. illustre le trajet d’une solution 
soumise à une baisse rapide de température : entre la limite de la binode et celle de la spinode, 
la diminution de température est trop rapide pour que des gouttelettes de phase très concentrée 
nucléent et croissent notablement, car ces phénomènes sont lents et ont un temps de latence. 
Le mécanisme de décomposition spinodale étant quand à lui quasi instantané (pas de barrière 
de nucléation, cf. chapitre 3), la solution va suivre les bords de la spinode, jusqu’à la 
température finale, où le mécanisme de croissance classique va permettre aux deux phases 
d’atteindre leur équilibre.  
Le diagramme 5.A.1.1.b. illustre le trajet d’une solution soumise à une baisse lente 
(par petits paliers) de température : Dans ce cas la solution démixe uniquement par nucléation 
croissance, ce qui donne un profil « en escalier », si les paliers sont suffisamment  petits la 
solution suivra les deux branches de la binode.     
 
5.A.2. Des solutions qui décantent, avec la rampe de température rapide  
  
Le phénomène de décantation dans les systèmes subissant des transitions liquide-
liquide est bien connu, et est notamment attribué au type de décomposition dit « spinodal », 
qui génère une apparition très brutale des gouttes de la phase concentrée, un grossissement, 
une coalescence (Lafférère et al. 2004), et/ou une décantation rapides (Vitale et Katz 2003, 
dans le cas de systèmes eau-huile-solvant). Dans la suite de cette partie nous présentons donc 
les clichés de DXPA et ajustements des courbes expérimentales des solutions subissant une 
démixtion spinodale, regroupés par dates des expériences. Les résultats présentés ont été 
recueillis au cours des campagnes du LURE (Octobre 2001) et de l’ESRF (Février 2004). Les 
résultats du LURE 2001 ont fait l’objet d’une publication (Grouazel et al. 2002, présentée en 
annexe 1 ). Les essais ont porté sur des solutions de CBPTI initiale comprises entre 30 et 
10mg/ml. On a fait subir à ces échantillons une descente rapide en température entre 30°C et 
une température située bien au-dessous du point de démixtion de chaque solution, par 
échelons de 5°C resp. 2°C, toutes les 15 resp. 6 minutes environ pour les solutions du LURE 
resp. de l’ESRF, ce qui donne une vitesse de descente Vd=20°C/h. Les conditions 
expérimentales précises des séries sont présentées dans le diagramme de phases correspondant 
sur la Fig. 5.A.2.1. en haut, et  les courbes de DXPA correspondantes sont présentées sur la 
Fig. 5.A.2.1. en dessous. 
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Fig. 5.A.2.1. En haut Diagramme de phase du BPTI en présence de KSCN 350mM, pH 4.5. 
Les points rouges représentent les conditions expérimentales pour lesquelles ont été pris des 
clichés de DXPA : séries à CBPTI = 20, 15 et 10mg/ml, au moyen d’une rampe de température 
rapide (Vd=20°C/h), en Octobre 2001 (LURE), et 30mg en Février 2004 (ESRF). 
En dessous Séries de courbes de DXPA réalisées dans les conditions expérimentales 
précédemment décrites. Les flèches indiquent l’ordre des courbes au cours de la diminution 
de température, les lignes hachées indique les solutions en conditions de démixtion. 
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Plusieurs éléments apparaissent à l’examen de ces séries :  
Tout d’abord, à des températures supérieures aux températures de démixtion des séries de 
CBPTI initiale 30, 20 et 15mg/ml, les courbes sont relativement bien superposées sur tout le 
domaine angulaire, indiquant que les solutions ne subissent que peu de variation de la nature 
des objets en solution (le facteur de forme ne varie pas, ce qui signifie que les oligomères 
restent les mêmes dans les mêmes proportions), et peu de variation des interactions entre ces 
objets (le facteur de structure ne varie pas). La courbe de la solution à 20°C de la série à 
20mg/ml semble commencer à  baisser, indiquant sans doute le début de la démixtion (la 
binode est située seulement deux degrés sous la température expérimentale indiquée, il est 
possible que du fait de l’imprécision des dispositifs de contrôle de température, on soit en fait 
descendu sous la binode). En conditions de démixtion, le comportement des courbes est très 
différent. Dans le cas des solutions de CBPTI initiales 30 et 20mg/ml, on observe une 
diminution sur toute le domaine angulaire de l’intensité diffusée. La seule explication 
plausible à un tel phénomène est une diminution de la quantité de matière diffusant en 
solution, soit dans notre cas précis, une diminution de la CBPTI globale. Dans le cas de la 
solution de CBPTI initiale 15mg/ml, cette diminution est moins nette, mais elle reste visible 
pour la plus basse température. Dans cette solution, le phénomène de diminution globale de 
l’intensité ne démarre clairement que pour la solution à 10°C, ce qui peut s’expliquer par le 
fait que l’on n’est peut être qu’en tout début de démixtion à 15°C. On observe aussi que le 
phénomène de baisse de l’intensité semble plus marqué aux petits angles dans le cas des 
solutions de CBPTI initiales 20 et 15mg/ml que dans celui de la solution de CBPTI initiale 
30mg/ml. Pour expliquer ce phénomène, on doit remarquer que l’on n’a pas le même écart de 
température total dans le cas de cette dernière série que dans celui des deux autres. Or, comme 
cette diminution d’intensité à lieu principalement en dessous de la température de démixtion, 
on peut supposer que l’on aurait eu la même « allure » de la diminution d’intensité si l’on était 
descendu jusqu’à 5°C avec la solution de CBPTI initiale 30mg/ml.  
Le cas de la solution de CBPTI initiale 10mg/ml est différent de celui des 3 autres séries, on 
n’observe pas de diminution drastique de l’intensité diffusée sur tout le domaine angulaire. 
Au contraire, aux grands angles, elle augmente nettement, suggérant simplement un 
changement de facteur de forme. Il n’est pas étonnant que dans le cas de cette série on n’aie 
pas observé le comportement en démixtion des trois autres, du moins avant la plus basse 
température, car à cette faible concentration en protéine, l’obtention d’une démixtion est 
problématique. 
 
Chapitre 5 : BPTI et démixtion, à pH acide, en KSCN 350mM 
___________________________________________________________________________ 
 86
 Afin de préciser les observations réalisées ci dessus, et plus précisément de quantifier 
les quantités de protéines diffusant, et les taux d’oligomères en solution, nous avons analysé 
ces séries de clichés par la procédure IDL décrite dans la partie 4.C.2. Nous avons analysé ces 
séries en terme de mélange de monomères et de décamères, qui sont les deux oligomères 
présents en solution à pH 4,5, comme l’a montré Hamiaux (Hamiaux et al. 2000). La Fig. 
5.A.2.1bis. présente les courbes d’intensité diffusée et leurs ajustements, ainsi que les 
résiduels correspondants, pour chaque série. Nous ne présentons que les courbes 
correspondant aux deux températures extrémales, ainsi qu’une température intermédiaire, afin 
de ne pas surcharger les graphiques. 
 
0,001
0,01
0 0,02 0,04
id
 (u
.a
.)
s(A-1)
Cbpti initiale 30mg/ml
Temp(°C)  % Décamère
    29,1°C          71,8%
    22,1°C          66,4%
    18,1°C          61,3%
Solutions 
démixées
-0,4
0
0,4
0 0,02 0,04
29,1°C
22,1°C
18,1°C
ré
si
du
el
s(A-1)
Solutions 
démixées
Résiduels
 
(a) Série de CBPTI initiale 30mg/ml 
10
100
0 0,02 0,04
id
 (u
.a
.)
s(A-1)
Temp (°C)   % Décamère
    30°C                47.7%
    15°C                29.7%
      5°C                 5.8%
Cbpti initiale 20mg/ml
Solutions 
démixées
-0,4
0
0,4
0 0,02 0,04
30°C
15°C
5°C
re
si
du
el
s(A-1)
Résiduel
Solutions 
démixées
 
(b) Série de CBPTI initiale 20mg/ml 
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Fig. 5.A.2.1bis. Courbes d’intensité diffusée, ajustements et résiduels correspondants pour les 
séries en présence de KSCN 350mM, à pH 4.5, domaine d’ajustement indiqué : smin<s<smax. 
(a) Série de CB initiale 30mg, 0,02<s< 0,05Å-1, Février 2004, ESRF 
(b) Série de CB initiale 20mg, 0,01<s< 0,037Å-1, Octobre 2001, LURE 
(c) Série de CB initiale 15mg, 0,01<s< 0,037Å-1, Octobre 2001, LURE 
(d) Série de CB initiale 10mg, 0,01<s< 0,037Å-1, Octobre 2001, LURE 
 
On voit à l’observation des résiduels de la série de CBPTI initiale 30mg/ml que l’accord entre 
les courbes expérimentales et les ajustements est relativement bon sur un domaine angulaire 
allant de 0,02 à 0,04 Å-1, mais qu’à plus petits et plus grands angles cet accord est mauvais. 
Aux petits angles, on peut supposer un facteur de structure inférieur à l’unité, ce qui signifie 
des interactions inter-protéines globalement répulsives. Aux plus grands angles, la courbe est 
plus bruitée, et par conséquent le sens du mauvais ajustement dans ce domaine est moins net. 
Il est évident que la zone du domaine angulaire d’ajustement la moins bruitée aura une 
« influence » plus grande sur l’ajustement, en exigeant un accord plus « étroit » entre courbe 
expérimentale et courbe ajustée. L’ajustement des séries de CBPTI initiales 20, 15, 10mg/ml a 
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été réalisé sur un domaine angulaire allant de 0,01 à 0,037Å-1 (angle maximal des données), 
ce qui est différent du cas de la première série (dans ce cas on a utilisé 0,02, 0,05Å-1). Nous 
avons du faire commencer l’ajustement dès 0,01Å-1 pour ne pas avoir un domaine trop 
restreint, qui ferait perdre toute fiabilité à la procédure. Cela signifie que sur tout le début du 
domaine, nous risquons d’ajuster non pas un facteur de forme pur, mais un facteur de forme 
modifié par le facteur de structure. Néanmoins, le caractère nul des résiduels, dans un 
domaine allant de 0,015 à 0,037Å-1 pour les séries de CBPTI initiale 20 et 15mg/ml et dans un 
domaine allant de 0.01 à 0,037Å-1 pour la série de CBPTI initiale 10mg/ml laisse penser que les 
interactions sont suffisamment faibles pour permettre un ajustement convenable en terme de 
facteurs de forme uniquement . 
Nous présentons dans les Tab.5.A.2.1. (a) et (b) les paramètres (CBPTI apparente et taux de 
décamère) déterminés par la procédure d’ajustement, pour chaque série. 
 
Série de CBPTI initiale 30mg/ml 
T°C CB apparente 
(mg/ml) 
% 
décamère 
T°C 
(suite) 
CB apparente 
(mg/ml) 
% 
décamère 
29,2 29,7 71,2 23,3 27,1 69,9 
29,0 29,8 72,9 22,8 26,2 67,9 
28,0 29,3 70,9 22,1 25,2 66,4 
28,5 29,7 71,6 21,4 25,0 66,8 
28,1 29,0 71,1 21,2 24,2 65,9 
27,8 29,7 71,6 20,2 23,1 64,4 
27,3 29,7 72,2 19,5 22,8 65,7 
26,9 29,8 72,2 18,8 22,1 63,2 
26,4 29,6 71,5 18,5 21,5 62,4 
25,9 30,1 72,3 18,1 21,1 61,3 
Tab. 5.A.2.1. (a) Résultats des ajustements de la série en KSCN 350 mM, pH 4,5, ESRF 
Février 2004, facteur de forme théorique 1BHC. Les séries correspondent à des solution de 
CBPTI 30mg/ml de haut en bas et de gauche à droite. Vitesse de descente Vd=20°C/h. 
 
 Série de CBPTI initiale 
20mg/ml 
Série de CBPTI initiale 
15mg/ml 
Série de CBPTI initiale 
10mg/ml 
T(°C) CB apparente
(mg/ml) 
Taux de 
décamère 
CB apparente 
(mg/ml) 
Taux de 
décamère 
CB apparente 
(mg/ml) 
Taux de 
décamère 
30 21,3 47,7 - - 10,0 18,1 
25 20,9 48,1 14,9 31,9 10,2 16,7 
20 19,2 42,7 15,1 30,7 9,80 17,0 
15 17,1 29,7 15,2 27,6 10,5 15,5 
10 13,4 15,9 12,4 12,8 10,0 10,1 
5.0 12,0 5,8 11,3 40,0 9,8 5,4 
Tab. 5.A.2.1. (b) Résultats des ajustements des séries en KSCN 350 mM, pH 4,5, LURE 
Octobre 01, facteur de forme théorique 1BHC. Les séries correspondent à des solution de 
CBPTI 21mg, 15mg, 10mg/ml de gauche à droite. Vitesse de descente Vd=20°C/h. 
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La Fig. 5.A.2.3. (ci-dessous) reprend les données des Tab. 5.A.2.1., et les présente dans le 
diagramme de phases (dans le cas de la CBPTI apparente), ou dans un graphique % décamère, 
température. 
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(b) 
Fig. 5.A.2.3. Résultats du traitement des clichés de la Fig. 5.A.2.1. pour les 4 solutions de 
CBPTI initiale 20mg, 15mg, 10mg ; KSCN 350mM, pH4,5, Octobre 2001 (LURE) et 30mg, 
Février 2004 (ESRF). 
(a) CBPTI apparente en fonction de la température. 
(b) Taux de décamère en fonction de la température. 
 
Le diagramme de phase de la Fig. 5.A.2.3. montre clairement que à des températures 
supérieures à la température de démixtion, les concentrations apparentes restent constantes 
(exception faite de deux points dans le cas de a série de CBPTI initiale 20mg/ml). Après cette 
température de démixtion en revanche, on observe de manière surprenante une diminution très 
nette de la  concentration apparente, suivant un profil de concentration plus haut de quelques 
mg/ml que la branche de la binode (ou une extrapolation de cette binode à des températures 
inférieures à 15°C). Ce phénomène ne peut pas être expliqué par la nucléation et croissance 
d’un éventuel cristal (dans ce cas on verrait des pics de Bragg). Nous avons supposé que la 
phase très concentrée, dense, décantait au fond du tube et sortait hors du faisceau de RX. On 
comprend bien qu’un tel phénomène impliquerait que les solutions restant sous le faisceau 
soient les phases légères, les mêmes pour toutes les séries démixées, ce qui signifie qu’en plus 
de présenter la même CBPTI, les phases légères, pour une température donnée, devraient 
présenter la même composition oligomérique, le même taux de décamère. C’est bien le cas, 
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comme le montre la Fig. 5.A.2.3. (b), à partir de 15°C, les taux de décamères des séries  de 
CBPTI initiale 20 et 15mg/ml se rejoignent, et une extrapolation  du taux de décamère de la 
série de CBPTI initiale 30mg/ml ferait de même. Cet argument nous permet de conclure avec 
certitude que nous n’observons plus que la phase légère peu concentrée en protéine, que la 
phases dense de la solution décante bien. 
Il apparaît clairement que le protocole consistant à faire subir à des solutions une descente en 
température rapide, par échelons brusques de 5°C, provoque une décantation. Nous avons 
aussi observé que le profil de CBPTI apparente ne suivait pas rigoureusement la binode, mais 
était situé en dessous. Or nous avons présenté une autre branche, située sous la binode, 
appelée  spinode, qui délimite la zone dans laquelle à lieu le mécanisme de démixtion 
spinodale, mécanisme très rapide, comparativement à la démixtion de type binodale, qui 
présente une latence. Comme on a fait subir des chutes de températures rapides et de grande 
amplitude à nos solutions, on peut supposer que ces dernières se sont retrouvées en conditions 
de démixtion spinodale, conditions ou le phénomène de décantation est connu (Vitale et Katz 
2003). 
En résumé, nos manipulations de démixtion à pH acide, suivant une rampe rapide de 
température nous ont permis de confirmer qu’au dessus de la binode, la température avait peu 
d’influence sur l’oligomérisation, et qu’en dessous, le mécanisme de décomposition spinodale 
induisait une décantation de la phase démixée dense. On confirme aussi l’influence de la CBPTI 
sur le taux de décamère. 
Ce phénomène ne nous permet pas de suivre l’évolution des interactions inter-protéines de la 
phase dense en solution. Il est donc nécessaire, pour avoir une information sur ces dernières 
de mettre au point une autre méthode. C’est ce que nous allons exposer dans les parties 
suivantes.  
 
5.A.3. Des solutions qui ne décantent pas, avec la rampe de T°C lente : Résultats des 
expérimentations de démixtion binodale 
 
Pour étudier le comportement de la phase démixée dense, il faut éviter phénomène de 
décantation mis en évidence dans la partie précédente. Nous avons donc tenté de placer nos 
solutions dans des conditions expérimentales où le type de décomposition serait non plus 
spinodal, mais binodal. La tendance de la décomposition spinodale, (au cours de laquelle les 
fluctuations de concentration de grande longueur d’onde seront accentuées et non pas 
instables) à provoquer des coalescence et des décantations est connue (Vitale et Katz 2003). Il 
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s’agit donc d’obtenir un mélange stable de gouttelettes denses, dans le faisceau, et pour cela 
nous avons utilisé la méthode de descente en température quasi-statique décrite 
précédemment. Ces conditions nous rapprochent de celles rencontrées dans des effets existant 
pour d’autres systèmes tels que les effets « Pastis », ou « Ouzo » (Grillo 2003 ; Vitale et Katz 
2003). 
La Fig. 5.A.3.1. représente les clichés de DXPA des solution subissant une démixtion 
« lente », de vitesse de descente Vd=5°C/h, ou binodale. Les essais ont été réalisés pour des 
séries de solutions de CBPTI 40, 30 et 20mg/ml, en présence de KSCN 350mM, à pH 4,5, au 
cours de ce qui a été le dernier « Run » sur l’installation D24 (versons une larme émue).  
 
REMARQUE : Notons que pour plus de lisibilité, dans toute la suite du manuscrit mis à part cette 
partie, les résultats correspondant à des angles d’ajustement non satisfaisants seront présentés en 
Annexe. La désignation de l’annexe correspond à celle du chapitre ou les ajustements sont discutés 
(donc typiquement les « mauvais »  ajustements du Chap. Z.X.Y.W. seront dans l’annexe Z.X.Y.W.), de 
même que le nom des Fig., qui seront désignées par Fig_A.  
 
L’allure des séries de clichés de DXPA est nettement différente pour une diminution en 
température rapide ou une diminution lente. Dans ce dernier cas, on n’observe pas de 
diminution globale de l’intensité diffusée, ce qui signifie que l’on ne peut pas affirmer à priori 
que l’on a un diminution de la quantité de matière diffusante. 
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Fig. 5.A.3.1.  
En haut Présentation des types de séries de descente lente en température (Vitesse de 
descente vd=5°C/h, démixtion par nucléation croissance), dans le diagramme de phases du 
BPTI en présence de KSCN 350mM, à pH 4,5, LURE Décembre 2003. 
En dessous Séries de courbes de DXPA pour des solutions de CBPTI 40, 30 et 20mg/ml. 
 
Chapitre 5 : BPTI et démixtion, à pH acide, en KSCN 350mM 
___________________________________________________________________________ 
 93
L’allure des trois séries est qualitativement la même. Dans le cas des courbes à hautes 
températures, au dessus du domaine de démixtion, on observe un profil des courbes peu 
accentué : de 0,003 à 0,022Å-1 environ, on a une pente continue, puis, le minimum 
caractéristique du facteur de forme de décamère, vers 0.025Å-1, et de nouveau une pente 
douce jusqu’à 0,05Å-1. Dans le cas des courbes à températures inférieures à la température de 
démixtion, le profil change. On remarque tout d’abord qu’aux grands angles, entre 0,025 et 
0,05Å-1, l’intensité diffusée augmente globalement, et que la « bosse » vers 0,034Å-1 semble 
s’accentuer (ceci est surtout net pour les séries de CBPTI 20 et 30mg/ml.). Vers 0,02Å-1, on 
observe un « pic », ou du moins une remontée de la pente, immédiatement brisée par une 
rupture de pente, vers 0,019Å-1. Après quoi, aux petits angles on observe une pente moins 
forte dans le cas des solutions démixées que dans celui des solutions non démixées. Le 
phénomène le plus marquant, visuellement parlant, est la présence d’un point vers 0,017Å-1 
où toutes les courbes se croisent. On est tenté de penser à la présence d’un point isobestique 
(cf. partie 4.A.2.1.2.2.). Les conditions pour la détection d’un tel point sont l’existence du 
BPTI sous forme de deux oligomères en solution, ce qui est le cas, et la non variation de la 
CBPTI de la  solution. Ce deuxième point peut poser problème, car on constate lorsqu’on 
examine l’évolution de l’intensité diffusée à angle plus grand que le point de recoupement, 
que d’une part la « bosse » semble s’accentuer, mais que de plus l’intensité diffusée dans tout 
ce domaine angulaire augmente. Or, une accentuation de la bosse décamérique (à 0.03Å-1 
environ) signifie une augmentation du taux de décamère, ce qui devrait s’accompagner par 
une diminution globale de l’intensité diffusée à des angles plus grand que l’angle isobestique, 
à CBPTI constante, puisque l’intensité diffusée par le décamère est plus faible que celle du 
monomère à ces angles. Pour mémoire, la Fig. 5.A.3.2. présente les intensités diffusées 
(facteurs de formes) par un monomère et un décamère de BPTI, ainsi qu’une combinaison 
linéaire de ces deux oligomères (60%-40%). Or dans le cas de nos solutions réelles, on a vu 
que l’intensité diffusée globale augmentait, ce qui signifierait une augmentation de la 
concentration! Cela n’a pas de sens physique, mais laisse plutôt penser à la présence d’un 
facteur de structure non négligeable même à grands angles. La rupture de pente (0.017Å-1 
environ), quand à elle, ne correspond pas à une forme caractéristique d’une combinaison 
linéaire des facteurs de forme de monomères et de décamères, mais doit plutôt être due à la 
présence d’un facteur de structure répulsif (Nous analyserons les facteurs de structures des 
solutions non démixées et démixées présentées ci-dessus dans la partie 5.C.). Une autre piste 
d’explication pourrait être un éventuel échauffement local de la zone démixée, du au faisceau 
de rayons X. On sait que notre système est très dépendant en température, et en particulier que 
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la descente en température donne lieu à la modification du diagramme d’énergie molaire de 
mélange (cf. partie 3.B), et donc des potentiels chimiques dont dépend la tendance des 
particules à s’associer entre elles. Il est donc envisageable que l’effet d’une augmentation 
locale de température dans le capillaire de DXPA soit à l’origine d’une augmentation locale 
de CBPTI dans le capillaire de DXPA. Quoi qu’il en soit, l’interprétation de ces séries est 
délicate, et la possible présence de facteurs de structure non négligeables à grands angles 
complique l’analyse. Néanmoins, la netteté des points de recoupement de nos séries, et la 
concordance relative entre l’angle de ces points de recoupement et l’angle isobestique du 
mélange monomère-décamère nous incite à supposer que nous pourrions être en présence 
d’un véritable point isobestique, et que la CBPTI resterait constante lors de la descente en 
température. Le Tab. 5.A.3.0. présente l’angle isobestique tiré des facteurs de structure 
théoriques Crysol, et les domaines angulaires dans lesquels on assiste au recoupement de nos 
courbes de diffusion expérimentales.  
 
Série FF théoriques 40mg/ml 30mg/ml 20mg/ml 
Domaine 
angulaire 
isobestique (Å-1) 
siso=0,0175 [0,0163 ;0,0178] [0,0165 ;0,0168] [0,015 ;0,0168] 
Tab. 5.A.3.0. Angle isobestique tiré des facteurs de structure théoriques Crysol, et les 
domaines angulaires dans lesquels on assiste au recoupement de nos courbes de diffusion 
expérimentales (séries nommées 40, 30 et 20mg/ml). 
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Monomère
Décamère
60% Monomère
id
 (u
.a
.)
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0.0175A-1
I
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Point  isobestique
 
 
 
Fig. 5.A.3.2. (reproduction de la Fig. 
4.A.2.1.2.2.1.) 
Intensités diffusées (facteurs de formes) 
par un monomère et un décamère 
théoriques  de BPTI (calculés par Crysol) 
ainsi qu’une combinaison linéaire de ces 
deux oligomères (40%-60%). Le point 
isobestique est indiqué par un carré, ses 
coordonnées sont Iiso, siso=0,0175Å-1. 
 
Pour quantifier les observations précédentes, nous allons ajuster nos données expérimentales 
au moyen de la procédure numérique d’ajustement par une combinaison linéaire de facteurs 
de formes théoriques de monomères et de décamères. Dans cette première analyse, nous 
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laissons varier le paramètre CBPTI apparente, pour examiner la pertinence de notre supposition 
de non évolution de la CBPTI (rappelons que visuellement, la concentration globale semble 
augmenter (dans le cas des séries à 30 et 20mg/ml), mais que la présence d’un point de 
recoupement de nature isobestique suppose le contraire). Le Tab. 5.A.3.1. présente les 
résultats de la série d’ajustements, en fonction du domaine angulaire d’ajustement (allant de 
smin à 0,05Å-1), et la Fig. 5.A.3.2. présente les résiduels correspondants. 
 
Remarque : En règle générale dans les tableaux suivants  (et précédents ) la concentration de 
référence permettant de calculer les CBPTI ajustées est prise pour la solution à CBPTI 40mg/ml, 
CKSCN 350mM, pH 4,5, 30°C, Décembre 2003 (LURE). Nous choisissons cette solution comme 
référence car elle est la plus concentrée des trois séries (donc la moins bruitée), et n’est pas 
démixée. 
 
  smin= 0,02Å-1 smin= 0,025Å-1 smin= 0,030Å-1 smin= 0,035Å-1 
 T°C % M Qi C ap % M Qi C ap % M Qi CB a. % M Qi C ap
30 35,1 1,1 40,0 35,7 1,1 40,0 39,7 1,1 39,6 41,9 1,0 38,9
27 35,7 1,1 39,2 35,2 1,2 39,3 37,4 1,1 39,2 36,9 0,9 39,7
25 34,0 1,4 40,7 33,2 1,3 40,7 37,9 1,2 40,5 35,2 0,9 41,9
 
Série à 
40mg 
23 33,6 1,8 42,6 31,4 1,7 42,8 37,9 1,4 42,6 36,2 1,1 43,7
30 44,7 1,4 31,2 48,2 1,1 30,9 58,4 0,9 30,3 56,5 0,8 30,9
25 44,1 1,5 31,5 46,2 1,5 31,3 57,1 1,1 30,9 55,7 0,9 31,5
23 42,9 1,5 32,1 42,7 1,5 32,2 52,6 1,2 31,7 48,4 0,9 33,2
 
Série à 
30mg 
20 41,2 2,1 33,6 40,6 2,2 33,6 53,0 1,6 33,2 48,0 0,8 35,2
22 57,5 1,2 19,1 57,8 1,0 19,2 52,6 1,0 19,5 53,4 1,0 19,4
20 56,7 0,9 19,0 55,7 1,0 19,1 44,8 0,7 20,0 46,9 0,7 19,6
18 51,5 1,2 21,0 48,8 1,1 21,1 41,2 0,8 22,4 45,2 1,1 21,5
 
Série à 
20mg 
15.8 47,2 2,0 23,3 41,9 1,8 23,6 34,2 0,8 26,0 40,5 1,6 24,1
Lexique: % M : % monomère, C ap : CBPTI apparente (mg/ml), T°C : température (°C)  
Tab. 5.A.3.1.  Résultats de la procédure d’ajustement IDL, en fonction de l’angle minimal de 
la procédure d’ajustement IDL (smax = 0,05Å-1). Taux de monomère, Qi et CBPTI ajustées  
obtenues pour les séries de CBPTI 40, 30 et 20 mg/ml, KSCN 350 mM, pH 4,5, solutions 
démixées lentement (démixtion par nucléation croissance) obtenues en Décembre 2003 
(LURE). 
 
Comme on peut le constater, il y a influence forte du domaine angulaire d’ajustement sur le 
résultat de l’ajustement, et donc à fortiori il y aurait une influence forte du domaine angulaire 
d’ajustement aussi sur l’aspect des facteurs de structures que nous pourrions extraire en 
utilisant les facteurs de forme théoriques déterminés ici. Nous allons ici tenter tout d’abord de 
quantifier cette influence, pour dégager une procédure de détermination du domaine angulaire 
d’ajustement.  
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                      (a) Série à 40mg/ml.                                     (b) Série à 30mg/ml. 
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(c) Série à 20mg/ml. 
Fig. 5.A.3.2. Résiduels des ajustements des séries démixées lentement, en KSCN 350 mM à pH 
4.5, Décembre 03 (LURE), en fonction de l’angle minimal d’ajustement. Les résiduels sont 
décalées pour plus de lisibilité (les lignes noires sont les lignes nulles). 
(a) Série de CBPTI 40mg/ml  (b) Série de CBPTI 30mg/ml  (c) Série de CBPTI 20mg/ml 
 
5.A.4. Influence du domaine angulaire d’ajustement 
 
Visuellement, le critère principal utilisé pour le choix du meilleur résiduel est la 
proximité de ce dernier avec la ligne « zéro », en particulier dans le domaine angulaire le plus 
proche de l’angle minimal d’ajustement. La mauvaise qualité de l’ajustement aux plus grands 
angles n’est pas prise en compte comme un problème majeur, étant donné le caractère très 
bruité des courbes d’intensité diffusée dans ce domaine angulaire (le bruit implique une 
contrainte d’ajustement moins forte, et donc un sens moins grand de l’ajustement). 
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Pour quantifier plus précisément l’influence de l’angle minimal d’ajustement sur les 
résultats de notre procédure numérique, nous allons calculer le pourcentage d’écart moyen de 
chaque grandeur déterminée par cette procédure (% monomère, paramètre de qualité de 
l’ajustement Qi, CBPTI apparente). Le pourcentage d’écart moyen de la grandeur de type « P » 
est défini comme la moyenne des pourcentages d’écarts entre valeur moyenne de la grandeur 
P et la valeur Pi, l’indice i désignant la valeur de la grandeur Pi calculée pour l’angle 
d’ajustement minimal i. La formule du pourcentage d’écart moyen (%Em) est donnée dans 
l’éq. 5.A.4.1. 
 
∑ −= N
i
moyimoy PPPN )*/(1 P E % m          (éq. 5.A.4.1.) 
 
Nous utiliserons comme données test les données du Tab. 5.A.3.1., correspondant aux séries 
de démixtion de CBPTI 40, 30 et 20mg/ml, en KSCN 350mM, à pH 4.5 obtenues en décembre 
2003 (LURE). Les pourcentage d’écart moyen pour les 3 paramètres issus de la procédure 
d’ajustement IDL sont regroupés dans le Tab. 5.A.4.1.  
 
 T (°C) % Em%M % Em %Qi % Em%CB 
30 7,1 3,5 1,0 
27 2,3 8 0,4 
25 4,2 12 1,2 
Série de CBPTI 
40mg/ml 
23 6,5 17 0,9 
30 10,6 19 0,8 
25 11,1 21 0,6 
23 8,3 18 1,4 
Série de CBPTI 
30mg/ml 
20 10,5 28 1,9 
22 4,2 7 0,8 
20 10 13 1,9 
18 7,4 10 2,1 
Série de CBPTI 
20mg/ml 
15,8 8,8 24 3,6 
Tab. 5.A.4.1.  Pourcentage d’écart moyen pour les 3 paramètres issus de la procédure 
d’ajustement IDL : le % monomère, le Facteur de qualité Qi, et la Cbpti apparente. Les 
solutions utilisées sont celles à B30, KSCN 350 mM, pH 4,5, Décembre 2003 (LURE), (voir 
Tab. 5.A.3.1., Fig. 5.A.3.2.), les domaines angulaires utilisés sont 0,02<smin<0,035Å-1 à 
smax=0,05Å-1. 
 
Le pourcentage d’écart moyen du taux de monomère est toujours inférieur à 10%, sauf dans 3 
cas (série de CBPTI 30mg/ml) où il est très légèrement supérieur. Le pourcentage d’écart 
moyen de la CBPTI apparente est quant à lui toujours inférieur à 5%. Ces valeurs traduisent une 
influence non négligeable du domaine angulaire d’ajustement sur le taux de monomère 
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déterminé, et une influence assez faible du domaine angulaire d’ajustement sur la CBPTI 
apparente. Nous pouvons tirer de ces écarts moyens une idée de la confiance à accorder à nos 
ajustements : on considèrera qu’il existe une possibilité d’erreur de l’ordre de 10% en ce qui 
concerne le taux de monomère, et de l’ordre de 5% en ce qui concerne la CBPTI apparente, par 
rapport au meilleur ajustement possible (ajustement obtenu avec le meilleur domaine 
angulaire possible, donnant les valeurs les plus proches possible de la réalité). Cela signifie 
que l’influence du domaine d’ajustement est bien réelle, et même déterminante dans certains 
cas. 
Il est donc nécessaire de conserver le critère de choix « visuel » des résiduels. Pour les séries 
de démixtion lente, nous conserverons les ajustements faits avec un angle minimal 
d’ajustements de 0,02Å-1, 0,02Å-1 étant l’angle situé juste avant le décrochement des courbes 
expérimentales démixées. Les résiduels de ces courbes sont les plus « plats » obtenus, sur un 
domaine angulaire étendu. 
Dans la Fig. 5.A.4.1. nous présentons les courbes d’intensité diffusée et leurs meilleurs 
ajustements. 
 
En résumé, rappelons que l’évolution de nos clichés d’intensité diffusée nous laissait 
penser à une augmentation globale de la CBPTI dans le faisceau, phénomène difficilement 
explicable autrement que par l’influence locale du faisceau sur les paramètres 
thermodynamiques, ou la présence d’un facteur de structure à très grands angles. La présence 
d’un point de recoupement pouvant être un point isobestique plaidait en faveur d’une stabilité 
de la concentration en solution. Pour tester la validité ou non de cette hypothèse, nous avons 
réalisé des ajustements, laissant librement varier le taux de monomère en solution et la CBPTI 
apparente. Les résultats de nos ajustements tendent à confirmer nos observations visuelles, à 
savoir une augmentation de la CBPTI non négligeable dans le cas des séries de CBPTI  30 et 
20mg/ml. Ceci tendrait à laisser penser que notre point de recoupement ne serait pas 
rigoureusement un point isobestique. De plus, l’angle du point de recoupement ne correspond 
pas exactement à l’angle isobestique théorique. 
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Fig. 5.A.4.1. Courbes d’intensité diffusée et meilleurs ajustements correspondants (smin=0,02 
Å-1), pour des solutions en présence de KSCN 350mM à pH 4,5, Décembre 03 (LURE). 
Valeurs des taux de monomères données. Les courbes sont décalées pour une meilleure 
lisibilité. (a) Série de CBPTI 40mg/ml (b) Série de CBPTI 30mg/ml (c) Série de CBPTI 20mg/ml 
 
5.A.5. Ajustement au moyen d’un mélange monomère-décamère dans « l’hypothèse 
isobestique » 
 
Les ajustements précédents tendaient à montrer une augmentation globale de la CBPTI 
sous le faisceau (ou un artefact), ce qui allait contre l’idée de l’existence d’un point 
isobestique. Néanmoins, ils ne nous permettent pas d’exclure cette possibilité. Nous avons 
donc réalisé des ajustements au  moyen d’une procédure identique à la procédure précédente 
excepté que le paramètre CBPTI ajustable est enlevé. Cette CBPTI est donc conservée constante 
dans les traitements de cette partie. Pour ce faire, nous fixerons le coefficient de concentration 
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appliqué à la combinaison linéaire des facteurs de forme de monomère et de décamère de 
manière à ce que l’intensité diffusée par ces deux oligomères à l’angle de recoupement 
expérimental soit la même que l’intensité diffusée par les courbes expérimentales à cet angle. 
Encore faut-t-il pouvoir déterminer un angle de recoupement, et une intensité diffusée 
correspondante. Dans le Tab. 5.A.5.1. nous présentons les angles de recoupements 
expérimentaux des différentes paires de courbes et les intensités correspondantes. Rappelons 
que l’angle isobestique déterminé comme l’intersection d’un facteur de forme théorique de 
monomère et d’un facteur de forme théorique de décamère, normalisés à leur masse, est 
siso=0,0175Å-1. 
 
Série de CBPTI 40mg/ml Série de CBPTI 30mg/ml Série de CBPTI 20mg/ml 
paire 
(°C-°C) 
srecoup 
(Å-1) 
idrecoup 
(u.a.) 
paire 
(°C-°C) 
srecoup 
(Å-1) 
idrecoup 
(u.a.) 
paire 
(°C-°C) 
srecoup 
(Å-1) 
idrecoup 
(u.a.) 
30-27 0,0178 149,3 30-25 0,0168 141,1 22-20 0,0168 86,8 
30-25 0,0171 186,4 30-23 0,0167 146,1 22-18 0,0156 109,6 
30-23 0,0167 202,8 30-20 0,0166 149,3 22-15.8 0,0154 115,6 
27-25 0,0164 212,6 25-23 0,0166 148,6 20-18 0,0150 121,0 
27-23 0,0163 215,5 25-20 0,0165 149,9 20-15.8 0,0150 121,0 
25-23 0,0163 216,9 23-20 0,0165 150,1 18-15.8 0,0150 121,0 
Tab. 5.A.5.1. Angles de recoupement (srecoup) et intensités diffusées de recoupement 
correspondantes (idrecoup) pour chaque paire de courbes d’intensités diffusées, des séries de 
démixtion lente de CBPTI 40, 30 et 20mg/ml, en KSCN 350mM, à pH 4,5, décembre 2003 
(LURE). 
 
Les angles de recoupement présentés dans le Tab. 5.A.5.1. ne correspondent pas exactement à 
l’angle isobestique. Seul l’angle de recoupement de la paire 30°C-27°C de la série de CBPTI 
40mg/ml s’en rapproche. Dans tous les autres cas, les angles de recoupement sont inférieurs, 
de 5% (paire 30°C-25°C) à 18% (paires 20°C-18°C, 20°C-15.8°C et 18°C-15.8°C). On 
observe un comportement commun des angles de recoupement aux trois séries : plus on 
considère des paires de courbes de basses températures, plus l’angle de recoupement est petit, 
c’est à dire plus il s’éloigne de l’angle isobestique siso. Le fait que cette évolution soit 
commune aux trois séries laisse penser que nous ne sommes pas en présence d’une dispersion 
de l’angle de recoupement due au bruit, mais plutôt que nous sommes en présence d’un 
comportement ayant un sens physique, dû par exemple à la variation d’un facteur de structure 
avec la température. Il est clair que de toutes les intersections présentées dans le tableau 
précédent, seule l’intersection de la paire 30°C-27°C de la série de CBPTI 40mg/ml a une 
chance de correspondre au point isobestique. C’est donc l’intensité diffusée isobestique 
correspondante  qui doit servir de référence pour les ajustements de la série à 40mg/ml, et la 
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même intensité ramenée à la concentration correspondante pour les deux autres séries (nous 
laisserons cependant une petite marge de variation, pour prendre en compte l’erreur 
expérimental de dosage de la solution diffusante. Le critère de choix du coefficient de 
pondération de l’intensité est la correspondance des résultats de cette procédure avec ceux de 
la procédure précédente, pour la plus haute température de chaque série). Le Tab. 5.A.5.2. 
présente les taux d’oligomères et les paramètres de qualité Qi des meilleures séries 
d’ajustement. (Les taux d’oligomères pour les 4 angles d’ajustement minimaux sont données 
en annexe).  
 
Série de CBPTI 40mg/ml Série de CBPTI 30mg/ml Série de CBPTI 20mg/ml 
T(°C) %Mono Qi T(°C) %Mono Qi T(°C) %Mono Qi 
30 35,1 1,1 30 44,7 1,4 22 57,5 1,2 
27 34,1 1,3 25 44,9 1,5 20 56,3 0,9 
25 35,4 1,5 23 45,5 1,6 18 60,8 2,1 
23 38,6 2,5 20 47,8 2,7 15,8 67,0 4,4 
Tab. 5.A.5.2. Taux de monomères et paramètres de qualité des meilleures séries 
d’ajustement, pour les trois séries de CBPTI 40, 30 et 20mg/ml, en présence de KSCN 
350mM, à pH 4,5, déterminés pour un angle d’ajustement minimal de smin= 0,02Å-1. 
 
La Fig. 5.A.5.1. présente les courbes d’intensité diffusée et meilleurs ajustements 
correspondants, ainsi que les résiduels correspondants, obtenus pour un angle minimal 
d’ajustement smin=0,02Å-1. 
 
Il est évident, à l’observation des résiduels de cette figure, que la qualité des ajustements n’est 
acceptable que pour les courbes qui ont servi à déterminer l’intensité isobestique de référence, 
sauf dans le cas de la série de CBPTI 30mg/ml. Les ajustements des solutions démixées sont 
franchement mauvais. Ceci indique que les points de recoupement expérimentaux ne sont pas 
de purs points isobestiques, mais  plus vraisemblablement des points isobestiques décalés par 
des facteurs de structure non nuls, ou par une augmentation de CBPTI sous le faisceau dont la 
cause est difficile à déterminer avec certitude. Nous choisirons donc de conserver les 
ajustement fait par la procédure avec concentration ajustable.  
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Fig. 5.A.5.1. Courbes d’intensité diffusée et meilleurs ajustements correspondants, ainsi que 
les résiduels correspondants, obtenus pour un angle minimal d’ajustement smin=0,02Å-1. La 
procédure utilisée est celle sans variation de CBPTI apparente. 
(a) CBPTI 40mg/ml                        (b) CBPTI 30mg/ml                                        (c) CBPTI 20mg/ml
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5.A.6. Oligomérisation dans les solutions globales 
  
 Nous présentons dans la Fig. 5.A.6.1. le taux de monomère en fonction de la 
température des solutions dont les clichés sont présentés dans la Fig. 5.A.3.1. Les résultats 
correspondants sont regroupés dans le Tab. 5.A.6.1. Ces données correspondent à la 
procédure d’ajustement avec variation de la CBPTI apparente, puisque nous avons vu que la 
procédure avec CBPTI fixée ne donnait pas de résultats satisfaisants. Le domaine angulaire 
choisit correspond à un angle d’ajustement minimal de 0,02Å-1, car à cet angle les Qi 
deviennent proches ou inférieurs de l’unité et les résiduels sont les meilleurs, ce qui indique 
une qualité d’ajustement convenable. De plus nous considérons qu’à cet angle nous subissons 
peu l’influence des facteurs de structure  (cf. Fig. 5.A.3.2.), et que la statistique est suffisante 
pour déterminer des taux d’oligomères fiables.  
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Fig. 5.A.6.1. (a) Taux de monomère global en fonction de la température, pour des solutions 
à 40, 30 et 20mg/ml, en KSCN 350 mM, pH 4,5, démixtion lente, Décembre 2003 (LURE). 
(b) CBPTI globale déterminée par l’ajustement pour les mêmes solutions. 
 
On peut d’emblée constater que la CBPTI numériquement déterminée présente une 
augmentation de plus de 10% avec la diminution de la température, pour la solution de titre 
20mg, ce qui n’a pas de sens physique évident. Les autres solutions ne présentent qu’une plus 
légère augmentation de concentration, mais il semblerait que de toute façon les augmentations 
de CBPTI calculées aillent de paire avec des  diminutions (faibles elles aussi) du taux de 
monomère. Il est plausible que toutes ces variations ne soient dues qu’à la procédure 
d’ajustement, néanmoins, on peut dire que pour les solutions à plus hautes concentrations, il 
semble que le taux de monomères reste stable. 
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T°C % Monomère CBPTI apparente 
(mg) 
T°C % Monomère CBPTI apparente 
(mg) 
CB titre 40mg/ml, LURE Décembre 2003 CB titre 20mg/ml, LURE Décembre 2003 
30 35,1 40,0 22 57,5 19,1 
27 35,7 39,2 20 56,7 19,0 
25 34,0 40,7 18 51,5 21,0 
23 33,6 42,6 15.8 47,2 23,3 
CB titre 30mg/ml, LURE Décembre 2003 CB titre 10mg/ml, LURE Octobre 2001 
30 44,7 31,2 30 81,9 10,0 
25 44,1 31,5 25 83,3 10,2 
23 42,9 32,1 20 83,0 9,8 
20 41,2 33,6 15 84,5 10,5 
 10 89,9 10,0 
Tab 5.A.6.1. Résumé des résultats des ajustements des solutions à 40, 30, 20 et 10mg, KSCN 
350mM, pH 4,5, Décembre 2003 (LURE), avec un domaine d’ajustement 0,02<s<0,05Å-1 ; les 
courbes de DXPA originales sont représentées dans la Fig. 5.A.3.1.Les solutions présentées 
sont non démixées ou non décantées. 
 
La Fig. 5.A.6.1.(a). représente l’évolution les taux d’oligomères en solution, pour des 
solutions de différentes CBPTI titre. Ces taux sont globalement stables au dessus des 
températures de démixtion (il semble que la solution de CBPTI titre 20mg/ml, à 18°C, soit déjà 
démixée). Ceci confirme les observations de Hamiaux, à savoir que la température seule n’a 
pas d’influence sur l’oligomérisation des solutions, hors démixtion. Ce résultat déjà connu 
n’est cependant pas chose triviale, car on aurait pu s’attendre à une augmentation du taux de 
décamères avec l’augmentation de sursaturation causée par la diminution de température 
(comme c’est le cas avec une augmentation de CBPTI, par exemple). L’oligomérisation n’est 
donc pas un simple effet de la sursaturation, et les effets sur les interactions en solution des 
différents paramètres (température, CBPTI, CSEL, type de sel) doivent être différenciés. 
 
5.B. Oligomérisation des phases démixées individualisées  
 
 Les protéines en solution ont parfois la propriété de s’associer, de s’oligomériser, ce 
qui ne manque pas d’influer sur les propriétés de séparation de phases liquide-liquide, et donc 
de cristallisation. Le propos de cette partie est de caractériser l’oligomérisation des 
monophases, que ce soit la solution globale hors démixtion ou les phases démixées 
individuelles. Cette partie présentera donc les résultats de manipulations de DXPA et leurs 
traitements numériques et les résultats des manipulations de séparation mécanique de phases. 
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5.B.0. Bref rappel de quelques éléments de la littérature actuelle concernant 
l’oligomérisation des protéines en solution  
 
l’oligomérisation des protéines en solution peut être artificielle, obtenue 
chimiquement, ou être naturelle, comme dans le cas du BPTI. Asherie et al. (Asherie et al. 
1998) réalisent une oligomérisation chimiquement contrôlée de la protéine γIIIb-cristalline, et 
montrent que le poids moléculaire des oligomères augmente la température de démixtion. 
Cette propriété ayant déjà été observée dans le cas des  γII-cristallines, ces auteurs en 
déduisent que les propriétés stériques priment sur les effets de surface, en matière d’influence 
sur la démixtion. 
Un débat  a eu lieu il y a quelques temps au sujet d’une éventuelle tétragonalité du Lysozyme 
en solution, qui a été infirmée par l’équipe de A. Tardieu (Finet et al. 1998). La protéine 
Urate-Oxydase, doit, quant a elle, être un tétramère en solution pour être biologiquement 
active (Vivarès 2003), néanmoins cette protéine ne présente pas d’équilibre entre cet 
oligomère et un autre, tant qu’elle n’est pas dénaturée.  
Récemment, Gottschalk et al. (Gottschalk et al. 2003) ont réalisé une étude sur l’auto-
association du BPTI par Dispersion Relaxation Magnétique (MRD), à haute concentration en 
BPTI, pour plusieurs conditions de sel, température et pH. Ces auteurs ont interprété leurs 
résultats de telle sorte qu’ils en ont conclu que le BPTI était présent en solution sous la forme 
de monomères, décamères, et Nmères (N=30-40). Pour ces auteurs, la concentration en 
décamère et Nmères augmente avec le pH, observation qu’ils relient aux données 
cristallographiques connues au moyen d’une théorie considérant principalement des effets de 
surface.  
 
5.B.1 Oligomérisation dans les phases peu concentrées 
 
Afin de pouvoir analyser chacune des deux phases liquides séparément, nous avons 
réalisé la séparation mécanique des deux phases des solutions démixées, comme décrit dans la 
partie 4.C. Nous avons donc pu déterminer numériquement les pourcentages de monomères 
contenus dans la phase légère. Nous présentons ces résultats dans le Tab. 5.B.1.1. Notons que 
si les solutions ont été centrifugées à température de démixtion contrôlée, les phases légères 
ont été stockées et analysées par DXPA à une température située 5°C au dessus de la 
température de démixtion de leur solution d’origine, (T°C indiquée par l’environnement du 
porte échantillon de l’équipement de DXPA du Lure, qui est décalée de +2°C par rapport au 
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diagramme de phase publié dans Grouazel et al. (Grouazel et al. 2002)), afin d’éviter tout 
risque de redémixtion dans le faisceau de RX. Ceci n’a pas d’influence sur l’oligomérisation 
de la solution (Hamiaux 2000).  
 
CB Initiale 
(mg/ml) 
CB  (légère) 
D.O. 
% 
Monomère 
Qi CB 
Légère ajustée 
T°C 
démixtion 
40 24 53,4 19 25 23 
30 19,4 52,1 27 20 20 
20 15 65,6 10 16 15,5 
Tab 5.B.1.1. Ensemble des meilleurs résultats (pourcentages de monomères, facteur de 
qualité de l’ajustement Qi et CBPTI ajustée) des ajustements IDL des phases légères des 
solutions centrifugées, en KSCN 350mM, pH 4,5, Décembre 2003 (LURE), à des 
températures 5°C environ supérieures à la température de démixtion de chaque solution 
initiale. Ajustements réalisés pour un domaine angulaires allant de 0,02 à 0,05Å-1. 
 
La Fig. 5.B.1.1. présente les meilleurs ajustements et les résiduels correspondants des 
phases légères précitées. 
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Fig. 5.B.1.1. Meilleurs ajustements et résiduels correspondants des phases légères des 
solutions de CBPTI initiale 40, 30 et 20mg/ml (resp.) (LURE, Décembre 2003), en présence de 
KSCN 350mM, à pH 4,5. Les températures de démixtion sont 23, 20 et 15.5°C (resp.). Les 
ajustements ont été réalisés pour un domaine angulaires allant de 0,02 à 0,05Å-1. 
 
Nous pouvons constater que les CBPTI données par l’ajustement réalisé avec un angle 
minimal d’ajustement de 0,02Å-1 concordent systématiquement assez bien avec celles 
mesurées par D.O., ce qui est cohérent (étant donné que nous avons utilisé des ajustements de 
référence à cet angle minimal pour calculer les CBPTI ajustées). Néanmoins, la qualité des 
ajustements reste moyenne, en particulier pour les phases légères correspondant aux solutions 
de CBPTI 40 et 30mg/ml. Le taux de monomère reste sensiblement constant pour les phases 
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légères à 23 et 20°C (à l’incertitude de 10% près), tandis qu’il augmente plus nettement pour 
la phase légère à 15,5°C, comme nous l’attendions. 
 
5.B.2 Oligomérisation dans la phase très concentrée 
 
Nous pouvons, en couplant DXPA et techniques de séparation mécanique de phases 
quantifier le taux d’oligomères en solution dans la phase très concentrée. La concentration en 
protéine de la phase très concentrée est en effet expérimentalement déterminable, suivant la 
technique décrite dans la partie 4.C. Les résultats concernant la branche de haute 
concentration de la binode pour des solutions de BPTI en KSCN 350mM à pH 4,5 sont 
représentés à titre de rappel dans la fig. 5.B.2.1.  
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Fig. 5.B.2.1. Diagramme de phase 
partiel présentant les résultats des 
manipulations de séparation mécanique 
de phases démixées concernant la 
branche de haute concentration de la 
binode pour des solutions de BPTI en 
KSCN 350mM à pH 4,5. La ligne est un 
guide pour l’œil, les barres d’erreur 
pour les CBPTI<200mg/ml ont la taille 
des points. 
 
Nous donnons les pourcentages volumiques des phases denses et légères dans des solutions  
démixée de CBPTI globales 40 et 30mg, KSCN 350mM pH 4,5 à 23°C et 20°C, dans le Tab. 
5.B.2.1.  
 
CBPTI globale 
(mg/ml) 
T demix (°C) Cppc (mg /ml) Cptc (mg/ml) %Vppc %Vptc 
40 23,0 26 482 96,3 3,7 
30 20,0 21 488 97,5 2,5 
20 15,5 15 609 99 1 
Tab. 5.B.2.1.  Concentrations massiques et pourcentage volumiques des phases peu 
concentrées (ppc) et très concentrées (ptc), pour des solutions en KSCN 350mM, pH 4,5, 
déterminées par la procédure de centrifugation décrite dans la partie 4.C. 
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Les barres d’erreurs données dans la Fig. 5.B.2.1. correspondent à l’écart entre les valeurs 
extrêmes trouvées au cours de différents essais. Elles ne sont donc qu’indicatives, et leur 
grande étendue est due à la difficulté de manipulation de la phase dense. La petite taille de la  
barre d’erreur sur la phase dense à 15,5°C est due au fait que seules deux essais ont pu être 
réalisés dans ces conditions. En toute logique elle devrait être encore plus importante que les 
deux autres, car le volume de la phase dense est d’autant plus faible que la CBPTI de la 
solution globale est faible, tous les autres paramètres étant égaux par ailleurs, d’après la règle 
des leviers. 
Remarquons que les concentrations obtenues pour les phases très concentrées sont proches de 
la concentration en protéine dans le cristal qui est de 640mg/ml environ (cristal type 1BHC, 
P21, le décamère étant l’unité asymétrique). Ceci est l’un des éléments expérimentaux qui 
incitent certains chercheurs (cf. chapitres précédents) à proposer par un effet de « mouillage » 
des éventuel nucléus dans les gouttelettes denses pour expliquer la promotion de la 
cristallisation par la démixtion. 
Il est possible de déterminer un « pseudo-cliché » de DXPA correspondant à la phase très 
concentrée des solutions démixées de CBPTI totale 20, 30 et 40 mg, KSCN 350mM, pH 4,5, 
15,8, 20 et 23°C, dont nous possédons les courbes de solution totale et de phase peu 
concentrée. Les courbes correspondant aux la phases très concentrées sont déduites selon l’éq. 
5.B.2.1. 
 
(s))/%Vptc%Vppc*Ippc(s)(I(s)ptcI tot −=   (éq. 5.B.2.1.) 
 
où Ippc(s), Iptc(s) et Itot(s) désignent l’intensité diffusée par les différentes phases à l’angle s. 
Nous regroupons dans la Fig. 5.B.2.3. les courbes correspondant aux phases très concentrées 
des trois séries de CBPTI globale 40, 30 et 20mg/ml. L’aspect très bruités de trois courbes de 
phases denses est dû à la façon dont elles ont été obtenues (soustraction de deux courbes elles 
mêmes bruitées). Les intensités diffusées des trois courbes sont d’autant plus grandes que les 
températures de démixtion sont basses, ce qui est logique d’après la règle des leviers. Elles 
présentent toutes trois le profil typique des facteurs de formes décamériques (ceci est 
cependant moins accentué dans le cas de la phase dense correspondant à la solution globale à 
30mg/ml). Les trois courbes présentent une rupture de pente vers 0,018Å-1, qui forme même 
un « pic » dans le cas des deux phases denses les plus concentrées. Ce pic ne peut qu’être dû à 
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la présence d’un facteur de structure non unitaire, et répulsif (car l’intensité aux petits angles 
diminue avec l’augmentation de concentration). 
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Fig. 5.B.2.3. Courbes correspondant aux 
phases denses des trois séries de CBPTI 
globale 40, 30 et 20mg/ml. 
 
Pour déterminer les facteurs de structure des phases denses, il est nécessaire de connaître tout 
d’abord les facteurs de forme, ce que nous allons faire par ajustement numérique avec une 
combinaison linéaire monomère-décamère. Le Tab. 5.B.2.2. donne les résultats obtenus par la 
procédure d’ajustement numérique pour les courbes « expérimentales » de phase très 
concentrées déduites suivant l’éq. 5.B.2.1.  
 
CB (mg)  
initiale  
T°C 
démix. 
%  
Mono 
Qi CB_PTC  
(mg) 
40 23 0,0 20 489 
30 20 11,6 33 559 
20 15.5 0,0 17 846 
Tab. 5.B.2.2. Meilleurs résultats obtenus par la 
procédure d’ajustement pour les courbes de phase 
denses déduites suivant l’éq. 5.B.2.1. Solutions totales 
de CB 40, 30 et 20mg, CKSCN 350mM, pH 4,5, Décembre 
2003. Le domaine  d’ajustement est  0,025<s<0,050Å-1. 
 
Les meilleurs ajustements sont obtenus pour un angle minimal smin=0,025Å-1. Comme 
l’examen visuel des courbes de phases denses le laissait penser, ces dernières sont constituées 
exclusivement de décamères (quasi exclusivement pour la phase dense de la solution de CBPTI 
globale 30mg/ml). Les concentrations ajustées obtenues correspondent à celles obtenues par 
la procédure de séparation mécanique de phases mis à part la concentration de la phase dense 
de la solution de CBPTI initiale 20mg/ml. Cependant, le pourcentage volumique de phase dense 
étant de 1% dans cette phase,  avec une erreur naturellement très élevée, il est clair que le 
nombre de 846mg/ml n’est dû qu’à cette erreur. (846mg/ml n’a pas de sens physique, cela 
correspondrait  à une concentration 200mg/ml plus élevée que celle dans le cristal !). Nous 
Chapitre 5 : BPTI et démixtion, à pH acide, en KSCN 350mM 
___________________________________________________________________________ 
 110
présentons à titre de résumé dans la Fig. 5.B.2.2. Les trois courbes d’intensité diffusée totale, 
de phase dense et légère ainsi que leurs ajustements, pour les trois solutions de CBPTI 40, 30 et 
20mg/ml. 
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Fig. 5.B.2.2. Courbes de DXPA correspondant 
aux courbes totales démixées, leurs phases peu 
concentrées et phases très concentrées 
séparées correspondantes : 
(a) CBPTI  titre 40mg, 23°C  
(b) CBPTI titre 30mg, 20°C 
(c) CBPTI titre 20mg, 15°C. 
Solutions de CKSCN 350mM, pH 4,5, Décembre. 
2003 (LURE). Phases très concentrées 
déduites selon l’éq. 5.B.2.1. Concentrations 
indiquées ajustées numériquement. 
  
La qualité visuelle des ajustements des solutions globales et des phases légères, présentés 
dans la figure précédente est bonne. L’ajustement de la phase dense de la solution de CBPTI 
globale 40mg/ml est acceptable, sur le domaine angulaire d’ajustement 0,02<s<0,05 Å-1, par 
contre les ajustements des deux autres phases denses ne sont pas bons, sauf dans la remontée 
vers 0,02Å-1. Aucun domaine angulaire d’ajustement ne nous permet d’obtenir une nettement 
meilleure correspondance. Ceci nous incite à penser qu’il existe dans cette phase extrêmement 
concentrée des interactions très fortes, ce qui implique l’existence d’un facteur de structure 
très non-unitaire, même à plus grands angles… Nous résumons dans le Tab. 5.B.2.3. les 
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résultats expérimentaux provenant des procédures d’une part de séparation mécanique de 
phase et d’autre part de DXPA. 
 
Expérimentation Solution T°C  
démixtion 
CBPTI observée 
(mg/ml) 
%  
Monomère 
% Vol. 
Ph. 
centrifugation Totale 40mg    
 PPC 26,0  96,34 
 PTC 487  3,66 
DXPA Totale 40mg 42,6 33,1  
 PPC 25,0 53,4  
 PTC 
 
 
 
23 
489 0,0  
centrifugation Totale 30mg    
 PPC 21  97,54 
 PTC 498  2,46 
DXPA Totale 30mg 31,2 41,2  
 PPC 20 52,1  
 PTC 
 
 
 
20 
559 11,6  
centrifugation Totale 20mg    
 PPC 15,1  99 
 PTC 609  1 
DXPA Totale 20mg 23,3 47,2  
 PPC 16 65,6  
 PTC 
 
 
 
15.5 
846 0,0  
Tab. 5.B.2.3. Récapitulatif des résultats expérimentaux provenant des procédures de 
séparation mécanique de phase et de DXPA., pour les solutions en KSCN 350mM, pH 4,5, et 
des angles minimaux d’ajustement indiqués dans la Fig. 5.B.2.2. ci-dessus. Ces résultats 
correspondent aux Fig. 5.B.2.1. et 5.B.2.2. 
 
Nous avons donc pu déterminer l’état de solutions démixées, pour chaque phase, en termes de 
concentrations en protéines, par séparation mécanique de phase et par DXPA, en termes 
d’oligomérisation des deux phases par DXPA, et en termes de pourcentage volumique des 
deux phases (% Vol. ph.), par séparation mécanique de phase. Notons que la détermination 
par ajustement des données de DXPA des grandeurs physiques précitées, pour les deux phases 
individuelles s’appuie sur les résultats obtenus par séparation mécanique de phases. Par 
conséquent les résultats des ajustements sont automatiquement entachés  des incertitudes des 
résultats de séparation mécanique de phases. 
Les ajustements correspondant aux courbes issues de la solution à 40 mg sont d’assez bonne 
qualité. Pour les courbes correspondant aux solutions à 30 et 20 mg, les ajustements sont 
moins satisfaisants, ce qui est peut être dû à une erreur expérimentale au niveau du dispositif 
expérimental, (impuretés dans le capillaire ou autres), ou aux limites de la procédure 
d’ajustement. Néanmoins, les concentrations déterminées par ajustement se trouvent à 
l’intérieur des barres d’erreur, en ce qui concerne les solutions à 30 et 40mg. 
Chapitre 5 : BPTI et démixtion, à pH acide, en KSCN 350mM 
___________________________________________________________________________ 
 112
 
Plus précisément, ces séries de manipulations en démixtion donnent plusieurs résultats : nous 
confirmons qu’à pH acide les oligomères présents en solution sont bien de type monomère et 
décamère, que ce soit hors démixtion ou en démixtion, et ce quel que soit le mécanisme de 
démixtion considéré (binodal ou spinodal). Les taux d’oligomères ne varient pas avec la 
température, hors démixtion, mais la proportion de décamère augmente avec la concentration 
en protéine. En démixtion, nous avons pu déterminer l’oligomérisation de chaque phase : la 
phase légère est comme on s’y attendait un mélange de monomère et de décamère, par contre 
la phase dense semble constituée quasi exclusivement de décamères. La concentration en 
protéines dans cette dernière approche (voir même dépasse) la concentration en protéines dans 
un cristal, ce qui implique que tout noyau cristallin qui pourrait paraître dans ce milieu serait 
mouillé par une grande quantité de protéines, et que sa croissance ne serait pas limitée par la 
diffusion en volume de matière. Dans ces conditions, comment expliquer la non apparition de 
cristaux en solution démixée, dans le cas du BPTI ? C’est une question à laquelle nous allons 
tenter de répondre, dans le chapitre suivant, en considérant les facteurs de structures 
(dépendants des interactions inter-protéines en solution), dans chacune des phases démixées. 
 
5.C. Interactions dans les phases individuelles globales hors démixtion, et peu et très 
concentrées en démixtion 
 
Il est possible d’obtenir des informations sur le type d’interactions inter-protéines en 
solution par le biais des facteurs de structure obtenus par DXPA. La détermination de  ces 
facteurs de structure expérimentaux est effectuée comme indiqué dans l’équation suivante : 
S(0,s)=I(c,s)/I(0,s) dans le cas des solutions à 1 composant protéique. Nous devrons utiliser 
pour ce calcul les facteurs de forme théoriques précédemment déterminés.  
L’ajustement des facteurs de structure est réalisé au moyen des programmes de Luc Belloni 
décrits dans les chapitres 3 (potentiels DLVO) et 4.C.3. (aspects numériques), dont la version 
à un composant est utilisable dans le cas de la phase très concentrée, grâce à son caractère 
quasi-exclusivement décamérique. Dans les autres cas, nous avons dû utiliser un modèle à 
trois composants, qui nécessite de modéliser 3 facteurs de structure en parallèle : un facteur 
monomérique pur, un facteur décamérique pur, et un facteur de couplage). 
Nous présentons dans la Fig. 5.C.1. les facteurs de structures correspondant aux solutions de 
CBPTI initiale 40, 30 et 20mg/ml (resp.), en KSCN 350mM, pH 4,5, Décembre 03, démixées à 
23, 20 et 15,5°C (resp.), présentées dans la Fig. 5.B.2.2. 
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Fig. 5.C.1. Facteurs de structure moyens 
(déduits selon l’éq. 4.B.2.1.1.) de DXPA 
correspondant aux solutions totales 
démixées, leurs phases peu concentrées et 
phases très concentrées séparées 
correspondantes pour les conditions 
suivantes: 
(a) CBPTI titre globale 40mg/ml, 23°C  
(b) CBPTI titre globale 30mg/ml, 20°C 
(c) CBPTI titre globale 20mg/ml, 15°C. 
Solutions en CKSCN 350mM, pH 4,5, 
décembre 2003 (LURE).  
 
Les facteurs de structure de solutions démixées totales présentent un décrochage vers 0,02Å-1, 
puis une remontée aux petits angles pour les solutions de CBPTI 40 et 30mg/ml. Les 
interactions sont donc de type globalement répulsif dans ces solutions. La remontée aux petits 
angles est d’autant plus nette et débute à des angles d’autant plus grands que la concentration 
globale est haute. Si l’on analysait cette remontée comme étant le début d’un pic 
caractéristique de la taille des gouttes, cela signifierait que des gouttes formées seraient 
d’autant plus petite taille que la concentration de la solution globale est haute. Cependant, on 
constate que le même type de remontée aux petits angles se produit dans la phase légère, ou 
aucune goutte ne peut se former. Il est donc plus probable que la remontée ne soit due qu’à la 
forme des interactions inter-protéines, soit des interactions inter-monomères, soit des 
interactions inter-décamères (soit des interactions monomère-décamère dans le cas des 
solutions présentant un mélange de ces deux oligomères). On remarque de plus, dans le cas 
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des 3 phases denses, un pic, précédant la chute du facteur de structure, vers 0,02Å-1. Ce pic, 
caractéristique des facteurs de structures des phases denses démixées (Vivarès et Bonneté 
2004), est extrêmement bruité, et semble « tronqué » en son sommet, mais demeure 
néanmoins bien visible. Nous allons préciser ces remarques dans les parties suivantes. 
Il est possible d’obtenir des informations sur le type d’interactions inter-protéines en 
solution par le biais des facteurs de structure obtenus par DXPA. Les facteurs de structure 
sont liés à l’intensité diffusée et aux facteurs de par l’équation 5.C.1. 
 
)()()()()(0)()(0)(02)()(0)( sdIsmdIsmIsddSsdIdCsmdSsdIsmIdCmCsmmSsmImCsI ++=++=  
(éq. 5.C.1.) 
 
où les Ci sont les concentrations des particules respectives, les Ii0(s) sont les facteurs de 
formes et le Sij(s) sont les facteurs de structure partiels. Nous devrons utiliser pour ces calculs 
les facteurs de forme théoriques précédemment déterminés, ainsi que les taux d’oligomères 
calculés au moyen des analyses en terme de facteurs de formes purs.   
L’ajustement des facteurs de structure est réalisé au moyen des programmes de Luc Belloni 
décrits dans les chapitres 3 (potentiels DLVO) et 4.C.3. Le cas de la phase très concentrée est 
le plus simple, étant donné le caractère quasi exclusivement décamérique de cette phase, qui 
nous permet d’utiliser le modèle à 1 composant. 
 
5.C.0. Oligomérisation et interactions dans les solutions globales en fonction de la 
température  
  
 Nous allons dans cette partie considérer les interactions inter-protéines dans les 
solutions non démixées en KSCN 350mM, pH 4,5. Nous utiliserons pour cela le programme 
permettant d’ajuster le facteur de structure d’une solution contenant deux espèces distinctes 
(programme développé par Luc Belloni) . Le facteur de structure a dans ce cas 3 composantes 
(monomère-monomère, décamère-décamère, et un terme couplé monomère-décamère). La 
détermination des facteurs de structures dans le cas du BPTI est particulièrement délicate, 
étant donné que les deux objets en solution sont des oligomères, dont les taux respectifs ne 
sont pas connus à priori, comme c’est le cas par exemple pour un mélange de 2 protéines, ou 
pour un mélange protéine polymère (Vivarès et al. 2002). En effet les facteurs de structures 
sont dépendants en concentration de l’objet considéré, mais la détermination des taux 
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d’oligomères a été, elle, réalisée avec l’hypothèse de facteurs de structure négligeables sur un 
certain domaine angulaire! Aussi, les renseignements obtenus seront ils à considérer avec 
circonspection. L’observation des résiduels des solutions non démixées de CBPTI 40, 30 et 20 
mg/ml à 30, 30 et 22°C en KSCN 350mM à pH 4.5, décembre 2003 (LURE), nous indique 
que les interactions doivent être de type globalement attractives. Dans la Fig. 5.C.0.1. nous 
présentons les ajustements des courbes correspondant aux solutions non démixées citées ci-
dessus.  
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Fig. 5.C.0.1. (a) Solutions non démixées de CBPTI 40, 30 et 20 mg/ml à 30, 30 et 22°C en KSCN 
350mM à pH 4.5, décembre 2003 (LURE), et les ajustements par une combinaison de facteurs 
de formes de monomères et décamères, avec prise en compte de la présence de facteurs de 
structures de type DLVO à 2 composants, pour les paramètres suivants : 5 charges par 
monomère, 8 charges par décamère, Csel=0.385mM, potentiels de Van der Waals modélisés par 
des Yukawas de portées 1.5, 2 et 2.5Å (resp.) et d’intensités 3.1, 3.3, 4.5kT (resp.) pour les 
couples 1/1, 1/10 et 10/10 (resp.) 
(c) Résiduels correspondants. 
 
Ces ajustements ont été obtenus avec les paramètres suivants : Csel=385mM, interactions de 
Van der Waals modélisés par des Yukawas de portées 1.5, 2 et 2.5Å (resp.) et d’intensités 3.1, 
3.3, 4.5kT (resp.) pour les couples monomère/monomère, monomère/décamère et décamère / 
décamère (resp.). Les monomères portent 5 charges et les décamères 8, ce qui semble faible. 
Néanmoins, au delà de cette valeur, on ne parvient pas à modéliser des facteurs de structures 
suffisamment attractifs. Il est possible que l’association des monomères en décamère cause un 
effet d’enfouissement de charges dans le canal central du décamère, comme Gottschalk et al. 
(Gottschalk et al. 2003) le proposent (à pH basique).   
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La comparaison des résiduels ci dessus, obtenus grâce à un traitement en terme de 
combinaison linéaire de facteurs de forme modifiés par des facteurs de structures, et des  
résiduels présentés dans la Fig. 5.A.5.1., obtenus grâce à un traitement en terme de 
combinaison linéaire de facteurs de forme uniquement, nous permet de conclure que les 
particules sont bien en interactions de type coulombiennes écrantées. 
Les paramètres utilisés concernant le décamère sont les plus attractifs possibles évitant la 
divergence numérique du programme de calcul des facteurs de structure. Cette divergence 
numérique est caractéristique d’une association violente des particules en solution. Cela 
signifie que dans les conditions d’interactions que nous considérons, nous sommes à la limite 
d’une association massive, ce qui est parfaitement juste thermodynamiquement. Nous 
sommes bien en effet à la limite de la zone de démixtion, et nous sommes de plus dans des 
conditions de cristallisation favorables. 
Nous allons à présent examiner les interactions des solutions précédentes en conditions de 
démixtion.  
 
5.C.1. Ajustement des facteurs de structures des phases très concentrées 
 
Nous représentons dans la Fig. 5.C.1.1. Les facteurs de structure correspondant aux 
phases denses des solutions globales à 40, 30 et 20mg/ml, KSCN 350mM, pH 4,5, 23°C, 
Décembre 2003 (LURE). Pour réaliser ces ajustements nous avons fait varier les paramètres 
CBPTI, le nombre de charges négatives par particules, et le rayon de la particule. Dans les trois 
cas, le meilleur diamètre s’est révélé être 50Å, ce qui correspond environ au diamètre de 
giration du décamère. Ceci peut être étonnant dans le cas de la phase dense de la solution 
30mg, dans la mesure où le facteur de forme de cette solution comprenait 11,5% de 
monomères. Néanmoins, cela nous conforte dans la thèse que la phase dense, dans les 
conditions considérées, est décamérique. Le paramètre nombre de charge par particule lui non 
plus n’a pas montré une grande variabilité, puisque dans nos trois ajustements nous avons 
déterminé que 13 ou 14 charges par particules étaient les meilleures densités moyennes de 
charge. Les paramètres que nous avons utilisés pour modéliser les interactions types Van der 
Waals (potentiel de Yukawa) sont les valeurs classiques suivantes : 5Å pour la portée et 3kT 
pour la profondeur. Rappelons que le détail des potentiels utilisés est donné dans la partie 3.C. 
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Fig. 5.C.1.1. Facteurs de structure et leurs 
ajustement par un potentiel DLVO des phases 
très concentrées des solutions démixées à pH 
4,5, KSCN 350mM, Décembre 2003 (LURE), 
reproduites dans la Fig. 5.C.1. 
(a) CBPTI globale 40mg/ml, 23°C.  
(b) CBPTI globale 30mg/ml, 20°C.  
(c) CBPTI globale 20mg/ml, 15°C.  
Les paramètres utilisés pour l’ajustement 
sont : rayon des particules (décamère) 50Å,  
Potentiel de Yukawa de profondeur 3kT de 
portée 5Å. Les autres paramètre sont indiqués 
dans les légendes. 
 
En ce qui concerne les phases très concentrées des solutions à 40 et 30 mg/ml, nous 
avons obtenu un ajustement assez bon des facteurs de structure pour les plus petits angles, 
jusqu’à 0,02Å-1, après quoi on observe une brusque rupture de pente de la courbe 
« expérimentale » (vers 0,019 Å-1 et une reprise de la fin du pic (vers 0,025Å-1). Cette rupture 
de pente est peut être due à un problème de détecteur ou à du bruit, et malgré cela on peut 
considérer que la redescende du premier pic est qualitativement bien ajustée. Pour la phase 
très concentrée de la solution à 20mg/ml, seule la descente aux plus petits angles est bien 
ajustée. La queue de courbe est plus bruitée. 
Comment la remontée aux très petits angles, d’autant plus prononcée que la concentration en 
décamère est faible, peut elle être interprétée? Dans un récent article, Stradner et al. (Stradner 
et al. 2004) observent dans le cas d’un mélange Lysozyme-électrolyte, analysé par DXPA et 
DNPA, l’existence de deux pics dans leurs facteurs de structures. Ces auteurs analysent le pic 
aux plus petits angles comme étant caractéristique de la distance entre clusters de protéines en 
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solution (distance caractéristique 83Å environ), et le pic aux plus grands angles comme étant 
caractéristique des distances entre les protéines elles mêmes dans ces clusters (distance 
caractéristique 27Å environ). Ces auteurs observent de plus que la position du pic de 
corrélation cluster-cluster ne varie pas avec la fraction volumique en protéine mais est 
sensible à la température. La position du pic de corrélation protéine-protéine, elle, ne varie ni 
avec la température, ni avec la fraction volumique en protéine.  
Le pic de corrélation protéine-protéine, déjà observé par Stradner et al. (Stradner et al. 2004) 
et Vivarès et al. (Vivarès et Bonneté 2004) est observé dans notre cas, à un angle de 0,025Å-1, 
ce qui correspond à un distance caractéristique de 45Å, soit grossièrement le diamètre de nos 
décamères. Ce résultat semble indiquer des décamères « au contact » dans la phase dense, soit 
une fraction volumique de 50% environ ce qui est extrêmement dense. Si nous calculons 
grossièrement la fraction volumique dans un cristal (paramètre de maille de type 1BHC, 
groupe d’espace P212121) on obtient une valeur de 40% environ. Compte tenu que la 
concentration moyenne dans la phase dense est de l’ordre, voire supérieure  à la concentration 
dans la phase cristalline (entre 500 et 850mg/ml suivant le moyen de calcul dans la phase 
dense, et de l’ordre de 600mg/ml dans une phase cristalline type P212121), on comprend bien 
que les deux phases, démixées denses et cristallines ont sensiblement les mêmes 
concentrations et densités, et que seul l’ordre les différencie. 
Expliquer que l’on n’observe pas de nucléation de cristal dans la phase démixée dense, alors 
que sa densité en protéines de l’ordre de celle observée dans le cristal  est difficile. 
Cependant, Vekilov  (Vekilov 2004) propose que le formation d’un nucléus cristallin viable 
soit le produit d’une fluctuation de taille permettant d’atteindre un taille critique suffisante, et 
d’une fluctuation de structure, permettant à un éventuel agrégat de posséder la structure 
cristalline. Il est plausible que la densité en protéines de la phase dense soit supérieure à celle 
du cristal, et que cet excès empêche à tout ordonnancement cristallin de se former. De plus, le 
potentiel DLVO qui donne lieu à ces facteurs de structures, étant répulsif, on envisage 
difficilement une nucléation dans la phase dense (nucléation que nous n’observons 
expérimentalement pas en solution démixée). 
 
Quoi qu’il en soit, on constate le caractère non-unitaire du facteur de structure sur tout 
le domaine angulaire. Or nous avions choisi le domaine angulaire d’ajustement d’intensité 
diffusée par une combinaison linéaire de facteurs de forme monomère-décamère suivant le 
critère de nullité du résiduel sur le plus grand domaine angulaire possible! Autrement dit, 
l’ajustement de notre facteur de structure contredit l’hypothèse qui a permit de le déterminer. 
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Pour tenter de sortir de cette situation gênante, il est nécessaire de prendre en considération le 
fait que la détermination du facteur de forme et du facteur de structure, qui sont imbriqués, 
doit se faire en parallèle. Pour cela on pourrait repartir du facteur de structure « approché » 
(par rapport à la réalité) que nous venons de déterminer, diviser la courbe d’intensité diffusée 
par ce dernier, ce qui nous donnerait un pur facteur de forme « expérimental » approché (on 
l’appellera re-calculé), et ajuster ce facteur de forme par une combinaison linéaire monomère-
décamère. L’éq. 5.C.1.1. présente le calcul décrit ci-dessus : 
 
FFap2(s)=I(s)/FS1(s)   (éq. 5.C.1.1.) 
 
Où FFap2(s) est le facteur de forme expérimental « approché » re-déterminé (d’ou l’indice 2), 
FS1(s) est le facteur de structure théorique que nous venons de calculer, et I(s) est l’intensité 
diffusée expérimentale. 
La Fig. 5.C.1.2. présente les 3 facteurs de formes ainsi re-calculés. 
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Fig. 5.C.1.2. Les 3 facteurs de formes re-
calculés selon l’éq. 5.C.1.1., correspondant 
aux solutions en KSCN 350mM, à pH 4,5, 
(décembre 2003, LURE), pour une CBPTI 
globale 40, 30 et 20mg/ml (resp.),à  23, 20 et 
15,8°C . 
   
Ces trois facteurs de formes re-calculés présentent globalement le même profil, avec une 
« bosse » décamérique très accentuée. Nous allons les ajuster au moyen d’une combinaison 
linéaire monomère-décamère. Nous présentons dans la Fig. 5.C.1.3. les « moins mauvais » 
résiduels correspondants. 
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Fig. 5.C.1.3. Meilleurs résiduels des 
ajustements de facteurs de formes des 
phases très concentrées  « recalculés » 
suivant l’éq. 5.C.1.1.  Les phases très 
concentrées proviennent des solutions 
globales de CBPTI 40, 30 et 20mg/ml (resp.), 
en KSCN 350mM, à pH 4,5, à 23, 20 et 
15,8°C, (resp.), LURE Décembre 2003. Le 
domaine d’ajustement est 0,025<s<,05Å-1. 
 
Les facteurs de formes recalculés ci-dessus ont été ajustés avec des facteurs de formes 
théoriques exclusivement décamériques. Néanmoins, compte tenu de la mauvaise qualité de 
l’ajustement, nous ne pouvons poursuivre dans cette voie. L’information (ou confirmation) 
que nous pouvons extraire des résultats de cette tentative est simplement que la phase très 
concentrée semble bien être constituée exclusivement de décamères (quelle que soit la 
méthode suivie pour les ajustements). Or, nous avions calculé les facteurs de structures 
présentés dans la Fig. 5.C.1.1. au moyen de facteurs de formes décamériques. Nous nous en 
tiendrons donc à ces derniers, en étant bien conscients du caractère semi-quantitatif des 
résultats obtenus. 
 
Pour résumer, il apparaît que les phases très concentrées des solutions démixées sont 
des milieux aussi denses que les cristaux (voir plus), que les protéines sembles y exister sous 
forme de décamères exclusivement, voir d’agrégats de plus grosse taille. Ces agrégats ne sont 
cependant vraisemblablement pas cristallins, mais plutôt amorphes, car on n’observe pas de 
nucléation dans les phases denses. Les interactions inter-décamères globalement de nature 
répulsive impliquent que toute nucléation est à priori défavorisée dans cette phase. Cette 
discussion sera reprise dans la partie 5.C.1.3.  
 
5.C.2. Phases peu concentrées 
 
Les courbes d’intensité diffusée des phases peu concentrées sont représentés dans la 
Fig. 5.B.2.2., ainsi que les ajustements en terme de facteurs de formes monomères et 
décamères purs, les facteurs de structure « moyens » déduits sont représentés dans la Fig. 
Chapitre 5 : BPTI et démixtion, à pH acide, en KSCN 350mM 
___________________________________________________________________________ 
 121
5.C.1. Les aspects des trois facteurs de structure moyens sont remarquablement similaires. De 
la même manière que pour les facteurs de structures des phases denses, on observe dans ce cas 
une remontée aux petits angles, qui pourrait traduire une association, voire une nucléation 
possible. Néanmoins, dans le cas de la phase peu concentrée, cette remontée est nettement 
plus prononcée (descente du FS vers 0,02 à s=0,01Å-1 puis remontée vers FS=0.4 pour les 
phases denses, descente du FS vers 0,08 à s=0,01Å-1 puis remontée vers FS=1 pour les phases 
légères). Les interactions inter-protéines ont donc un comportement globalement attractif dans 
la phase légère. Dans cette partie nous allons déterminer plus précisément les diverses 
composantes des facteurs de structures des phases légères, au moyen du programme à 3 
composants décrit plus haut.  
La Fig. 5.C.2.0. représente les courbes d’intensité diffusée des trois phases légères démixées à 
pH 4.5, ainsi que les ajustements de ces courbes en terme de combinaison de facteurs de 
forme monomère/décamère et de facteurs de structure, avec les paramètres suivants : 
Csel=385mM, interactions de Van der Waals modélisés par des Yukawas de portées 1.5, 2 et 
2.5Å (resp.) et d’intensités 3.1, 3.3, 4.5kT (resp.) pour les couples monomère/monomère, 
monomère/décamère et décamère / décamère (resp.). Les monomères portent 5 charges et les 
décamères 8. 
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Fig. 5.C.2.0. (a) Courbes d’intensité diffusée des trois phases légères démixées à pH 4.5, 
ajustements de ces courbes en terme de combinaison de facteurs de forme 
monomère/décamère et de facteurs de structure DLVO, avec les paramètres suivants : 
Csel=385mM, interactions de Van der Waals modélisés par des Yukawas de portées 1.5, 2 et 
2.5Å (resp.) et d’intensités 3.1, 3.3, 4.5kT (resp.) pour les couples monomère/monomère, 
monomère/décamère et décamère / décamère (resp.). Les monomères portent 5 charges et les 
décamères 8. 
(b) Résiduels correspondants. 
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L’observation des résiduels ci-dessus, nous permet de conclure que les particules sont bien en 
interactions de type coulombiennes écrantées. Les paramètres concernant l’attraction de Van 
der Waals utilisés pour cette phase légère sont les mêmes que ceux utilisés pour les solutions 
totales non démixées, ce qui indique que les interactions restent semblablement attractives, au 
dessus de la zone de démixtion. Dans ces conditions, on comprend bien que seule la faiblesse 
de la concentration en protéine, dans les phases légères, défavorise la cristallisation. Cette 
phase se situe probablement en zone de latence de cristallisation du diagramme de phase. 
 
5.C.3. Lien avec les données cristallographiques existantes 
 
L’un des enjeux de mon travail de thèse est de relier l’état des protéines en solution 
(en terme d’oligomérisation et d’interactions) avec les propriétés de cristallisation de notre 
protéine en solution (ici en pH 4,5, KSCN 350mM), et les données cristallographiques 
existantes. En particulier, il a été montré qu’à pH acide, dans nos conditions de sel, les 
cristaux avaient pour unité asymétrique le décamère (cf. Tab. 4.C.2.1.a.), et que ce décamère 
était bien l’unité de croissance (Bonneté et al. 2004 et articles du groupe de Veesler). De ce 
renseignement on peut déduire la condition de nucléation de nos cristaux à pH acide : les 
cristaux nucléent à partir des décamères en équilibre avec les monomères en solution non 
démixée. 
 
CBPTI
T°C
3
21
 
 
 
Fig. 5.C.3.1. Diagramme de phase type, présentant 3 
zones de cristallisation éventuelle, la phase légère 1, 
la phase dense 2, et une solution non démixée, 
sursaturée, 3. Seule la solution de type 3 est 
favorable à la nucléation. 
 
 
En ce qui concerne l’hypothèse actuellement défendue dans la littérature, qui voudrait que des 
cristaux voient leur nucléation fortement favorisée dans les gouttes très sursaturées de la 
phases très concentrée, nous pouvons la réfuter pour notre système, en considérant les 
arguments suivants : la phase légère (notée 1 sur la Fig. 5.C.3.1.) est en zone métastable de 
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nucléation, peu concentrée en décamères. La phase dense, elle, (notée 2 sur la Fig. 5.C.3.1.) 
présente des interactions répulsives, et a donc peu de chances de cristalliser (dans le sens de 
Wilson (A2>0)). Les meilleurs conditions de cristallisation se trouvent donc dans la zone 
notée 3 sur la Fig. 5.C.3.1., avec des interactions inter-décamères particulièrement attractives.  
Les arguments que nous venons d’énoncer concourent à prouver que la démixtion est 
défavorable à la nucléation, ce qui est confirmé par la pratique car nous n’avons jamais 
observé la moindre apparition de cristaux dans une phase préalablement démixée. Le schémas 
5.C.3.2. reprend ces conclusions 
 
= =
a
b  
Schémas 5.C.3.2. 
(a) Mécanisme de nucléation des solutions de BPTI en KSCN 350mM, pH 4,5, en solution 
claire 
(b) Mécanisme proposé dans la littérature non confirmé dans les conditions précitées 
(remarquons que pour obtenir le cliché, nous avons dû ensemencer manuellement une 
solution, puis la faire démixer rapidement).    
  
5.D. Démixtion en gel 
 
5.D.1. Utilité des techniques de gel pour la DXPA  
 
Les solutions démixant suivant un certain type de rampe de température (rampe 
rapide) peuvent voir les gouttelettes de leur phase très concentrée « décanter », c’est à dire 
que ces dernières, plus concentrées en protéine et donc plus denses que la phase continue peu 
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concentrée en protéines, vont tomber sous l’action simple de la gravité, et former une phase 
dense au fond du récipient, comme cela est représenté dans le Schémas 5.D.1.1. Il est clair 
que ce phénomène empêche toute étude de la phase très concentrée par DXPA dans la mesure 
ou cette dernière, une fois décantée, est au fond du tube, hors du faisceau de Rayons X.  
 
Avant Décantation Après Décantation
PTC
PPC
                 
Solution démixée 
décantée
Solution démixée 
non décantée  
                           (a)                                                                                 (b) 
Schéma 5.D.1.1.  
(a) représentation schématique d’une décantation d’une solution démixée de BPTI 
(b) Démixtion et décantation de solutions  de protéines 
 
Pour pouvoir étudier la phase très concentrée ayant tendance à décanter il faut éviter que cette 
dernière ne tombe en masse au fond du tube (ou du capillaire pour la DXPA). Nous avons 
donc tenté de réaliser des expérimentations en présence de gel d’agarose, qui est une structure 
poreuse dont les pores forment des cavités à l’intérieur desquelles la solution de BPTI est 
enfermée. Le gel d’agarose permet d’éviter des déplacement massifs de solution de protéine, 
et notamment les phénomènes de type convection et décantation de phases denses. Par 
conséquent en gel la phase dense restera dans le faisceau de RX. 
 
5.D.2. Description chimique et physique du gel, et son influence sur les propriétés des 
solutions de protéines  
  
Le gel d’agarose est un gel physique, c’est à dire que sa gélification, qui s’effectue par 
refroidissement, est thermoréversible. La gélification s’accompagne d’une association non 
covalente des brins d’agarose, en doubles hélices, qui s’associent entre elles par des liaisons 
flexibles (Vidal 1997). Ces réseaux forment une structure poreuse, et la taille typique des 
pores, pour des solutions à 0,1% d’agarose est de 450 nm, si l’on suit la régression linéaire de 
Pernodet (Pernodet 1997) et les indications de Vidal (Vidal 1997). Une solution de protéine 
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« placée » dans une telle structure devrait être confinée dans ses pores, et en cas de démixion 
la phase très concentrée tendant à décanter resterait au fond des pores serait ainsi toujours 
dans le faisceau. De plus l’agarose peut être considéré comme un milieu chimiquement inerte 
vis à vis de la protéine (Vidal 1997). 
 
5.D.3. Mode opératoire de préparation des solutions en gel 
 
La préparation des solutions en présence de gel d’agarose est celle utilisée par 
Budayova (Budayova 1998) et Vidal (Vidal 1997). On prépare 200mg de poudre d’agarose 
(Sigma, lot 70H0886, Type V, ayant une température de gélification de 42°C) dans 20ml de 
tampon sous agitation, dans un erlenmeyer de 100ml. On porte ce mélange à 90°C. On 
prélève un volume donné dans un Eppendorf, qu’on stocke à 45 °C (au dessus de la 
température de gélification). La solution se fait à partir de cette solution mère de gel comme 
suit : On fait le mélange sel-tampon qu’on porte à 45°C, on mélange cela avec le gel, à 45°C, 
puis on rajoute la protéine (à 45°C le BPTI ne subit pas de dommages). La solution, encore 
très fluide est alors injectée dans le capillaire ou la cellule peltier.   
 
5.D.4. Résultats des essais de manipulations de DXPA en gel 
 
Les expériences de démixtion en gel ne nous ont permis que de mettre en évidence 
l’instabilité du gel d’agarose dans un faisceau de rayons X. Nous présentons dans la Fig. 
5.D.4.1. l’évolution au cours du temps des clichés de DXPA d’une solution de gel d’agarose à 
0,1%, à pH 4,5, KSCN 350mM, 25°C.  
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Fig. 5.D.4.1 Evolution d’une solution de 
gel d’agarose à 0,1%, en KSCN 350mM, 
pH 4,5, 25°C, sous un faisceau de Rayons 
X, au cours du temps (les clichés sont 
espacés de 20min environ). 
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L’évolution continue de la solution sur une longue période apparaît nettement. Pour éviter cet 
effet que nous attribuions à la formation de radicaux libres détruisant la structure du gel, à 
cause du faisceau, nous avons tenté d’ajouter du DTT, jusqu’à des concentrations de 10mM, 
en vain. 
Par conséquent, l’utilisation du gel d’agarose ne nous semble pas être une méthode 
exploitable pour des mesures quantitatives de facteurs de formes ou de structure en DXPA. 
 
Conclusion 
 
Dans ce chapitre, consacré aux transitions de phase liquide-liquide du BPTI, à pH 
acide en KSCN 350mM, nous avons mis en évidence l’influence du type de démixtion, 
binodale ou spinodale, sur le comportement de la phase démixée dense : dans le cas de la 
décomposition spinodale, cette dernière décante, ce qui nous a conduit à adapter notre 
méthodologie (rampes de températures) pour obtenir des démixtion binodales  « stables », 
c’est à dire qui ne décantent pas. 
Nous avons confirmé la présence du BPTI en solution sous forme de deux oligomères 
uniquement, le monomère et le décamère. Nous avons aussi montré la relative absence 
d’influence de la température (en dehors du phénomène de démixtion) sur le taux de chaque 
oligomère. Nous avons déterminé les interactions inter-protéines des solutions non démixées, 
au dessus de la binode : ces dernières sont de type DLVO très attractives (en ce qui concerne 
la composante décamère/décamère). 
En zone de démixtion, nous avons pu analyser séparément les deux phases, denses et légères :  
* d’une part par la manipulation de séparation mécanique des phases, qui nous a permis 
d’établir les deux branches de la binode, sur le diagramme de phases. Il est apparu que dans la 
phase dense la concentration en protéine était égale, voire supérieure à celle du milieu 
cristallin. 
* d’autre part par DXPA (indirectement dans le cas de la phase dense)  et centrifugation, ce 
qui nous a permis de mettre en évidence le caractère purement décamerique de la phase très 
concentrée, et la nature répulsive des interactions (type DLVO) inter-décamères dans cette 
phase. Nous avons aussi montré que les interactions dans la phase légère étaient de type 
DLVO, attractives, en particulier entre décamères. 
Malgré de nombreux essais, nous n’avons jamais observé de nucléation de cristaux dans des 
solutions démixées, contrairement aux propositions actuellement émises dans la littérature, ce 
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que nous expliquons de la manière suivante : dans les phases démixées denses, les interactions 
répulsives inter-décamères empêchent toute cristallisation, tandis que la phase légère se 
situent en zone métastable de nucléation, où la concentration en décamères n’est pas assez 
élevée. La zone de cristallisation préférentielle est donc située au dessus de la binode, ou une 
forte sursaturation et des interactions inter-décamères très attractives sont observées.   
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CHAPITRE 6 : OLIGOMERISATION ET INTERACTIONS DU BPTI A 
DIFFERENTS PH ET CONDITIONS DE SEL ; LIEN AVEC LA CRISTALLISATION 
 
Le BPTI est connu pour cristalliser à pH acide, neutre et basique, son autre 
particularité étant que les unités de croissance sont différentes en fonction du pH. C’est la 
raison pour laquelle nous allons, dans ce chapitre, nous attacher principalement à présenter les 
résultats concernant le pH basique et neutre pour divers sels, en comparaison avec des 
résultats à pH acide en KSCN 350mM. Nous nous intéresserons à l’oligomérisation en 
solution, aux diagrammes de phases et morphodromes. Nous caractériserons les interactions 
inter-protéines en solution et  envisagerons aussi l’existence d’un équilibre oligomérique non 
observé jusqu’à présent. Nous tenterons d’énoncer quelques considérations sur le lien entre 
oligomères en solution et types cristallins. Enfin, nous examinerons de manière critique les 
propositions faites très récemment dans la littérature concernant les variations 
d’oligomérisation avec le pH.   
 
6.A. Morphodromes, Nouvelle Solubilité (acide) 
 
Dans cette partie nous allons présenter des diagrammes de phases et morphodromes à 
pH acide et  basique. Ces diagrammes trouveront leur justification dans la partie 6.B., avec la 
détermination des interactions inter-protéines en solution, à pH basique notamment.  
 
 6.A.1. Diagramme de phase à pH acide (4,5) 
 
La Fig. 6.A.1.1.(a). représente le diagramme de phases du BPTI en solution de KSCN 
350mM, tampon NaAc 50mM, pH 4,5, température en fonction de la concentration, déterminé 
par Lafont, excepté la courbe de solubilité des bipyramides, déterminée au cours de la thèse.  
Les valeurs des solubilités et de la binode sont données dans le Tab. 6.A.1.1.  
On constate que la solubilité est directe pour les plaquettes, inverse pour les bipyramides, de 
même que la solubilité des bipyramides en NaCl est inverse (Lafont et al.1997). 
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Veesler et al. (2004) ont observé de même une solubilité directe pour des cristaux de type 
baguette, à pH acide en présence de 2M NaBr, et une solubilité inverse pour des cristaux de 
type bipyramide dans la même solution, comme cela est montré dans la Fig. 6.A.1.1.(b).  
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Fig. 6.A.1.1. (a) Diagramme de phases du BPTI en KSCN 350mM, NaAc 50 mM, pH 4,5, 
d’après Grouazel et al. (Grouazel et al. 2002) pour les bipyramides, et d’après Lafont et al. 
(Lafont et al. 1997) pour les plaquettes. Les courbes sont juste des guides pour l’œil. 
(b) Solubilité des deux polymorphes en NaBr 2M à pH 4,75 (Veesler et al. 2004), 20°C. 
 
 CBPTI (mg/ml) T °C  CBPTI (mg/ml) T °C 
3,70 36,0 15,0 15,0 
6,90 28,0 19,0 17,0 
9,90 20,0 22,0 19,5 
9,80 13,0 23,0 21,0 
 
 
Bipyramides 
10,0 5,0 26,0 24,0 
8,50 10,0 42,0 27,0 
18,5 20,0 60,0 26,5 
21,0 25,0 80,0 25,0 
22,5 30,0 105 25,0 
 
 
Plaquettes 
28,0 35,0 
 
 
 
 
Binode 
120 25,0 
Tab. 6.A.1.1. Valeurs des solubilités et de la binode pour des solutions de BPTI en pH 4,5, en 
présence de 350mM KSCN, en tampon NaAc 50mM. 
 
Ces résultats semblent indiquer que le comportement de la solubilité du BPTI (directe ou 
inverse) dépend plus de la variété polymorphique que du type de sel utilisé. Lafont et al. 
(Lafont et al. 1997) ont attribué cette différence de comportement à une origine entropique. 
L’équation générale de la solubilité (Guggenheim 1959) est donnée dans l’éq. 6.A.1.1. 
 
( ) )2/2( ,22 , Cµ PTScSTC satP ∂∂ −=∂∂         (éq. 6.A.1.1.) 
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où 2 désigne le soluté, T est la température, µ2 le potentiel chimique, S2/c les entropies en 
solution ou dans le cristal et la différence S2 - Sc l’entropie de dissolution. Pour une solution 
stable, le potentiel chimique croît avec la concentration, par conséquent )2/2( ,Cµ PT∂∂  est 
positif. Le signe de ( )TC satP∂∂ 2 ,  est donc celui de l’entropie de dissolution, qui est 
habituellement positif. Nos résultats montrent qu’il est positif  pour les cristaux de type 
plaquette et négatif pour les cristaux de type bipyramide. Lafont et al. (Lafont et al. 1997) ont 
fait l’hypothèse que dans les solutions ou l’entropie de dissolution est négative, l’association 
des molécules de BPTI avec le solvant et le sel étant plus forte dans la solution que dans le 
cristal.  
 
Polymorphe Bipy Aig, 
bagu 
Plaq Bipy  Plaq Plaq Bipy Plaq. 
 Hex.   Hex.  Orthor.  Hex  
sel Cl-, 
Br-
SCN-,  
Br-, 
SO42- 
SCN- SO42- s. sel, 
KSCN
Phos. K2HPO4 KNaHPO4 s. sel, 
AS, AP 
KSCN 
Gr. espace P6422 C222, 
P6322 
P21 P6422  P212121 P21212 P212121  
pH 4.5 4.5 4.5 6.5 7.4 10.5 10-13 10 9,6-10 
u. asym . 5,  5 10 5  1 1 1  
Type B C A B  I III II  
u. croiss. 10 10        
Solubilité I. D. D.       
Olig. Sol. 1/10 10        
auteurs 1 à 5 2, 4 4  3 7, 8 6 9  
Code PDB 1B0C 1BZ5 1BHC 2HEX  4PTI 6PTI 9PTI  
Lexique: Orthor=orthorhombique, Bipy=bipyramides, plaq=plaquettes, Gr.=groupe, u. 
asym.=unité asymétrique, u. croiss.=unité de croissance, olig. sol.=oligomères présents en 
solution, s. sel= sans sel., hex=hexagonal., aig= aiguilles, I=indirecte, D=directe 
Tab. 6.A.2.1. Comportements des solubilités, les unités asymétriques et les unités de 
croissance, et les oligomères  en solution du BPTI en fonction du type de sel, et du pH. 
1Lafont, 2Hamiaux et al. 2000, 3Gouazel et al. 2002, 4Veesler et al. 2004, 6Wlodawer et al. 
1987, 7Huber et al. 1970, 8Deisenhofer et al. 1975, 9Eigenbrot et al. 1991 
 
Le Tab. 6.A.1.2. reprend les résultats de nos expérimentations ainsi que des résultats de 
Lafont (Lafont et al. 1997; Veesler et al. 2004). Il présente les comportements des solubilités, 
les unités asymétriques et les unités de croissance, et les oligomères  en solution du BPTI en 
fonction du type de sel, et du pH. 
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 6.A.2. Morphodrome à pH 9,6 en présence de (NH4)2SO4 
 
Dans la Fig. 6.A.2.1. nous présentons le morphodrome que nous avons déterminé pour 
des solutions de BPTI en (NH4)2SO4. Nous avons aussi déterminé qu’à ce pH basique et dans 
ce sel le paramètre température n’avait que peu ou pas d’effet, contrairement à ce que l’on 
observe à pH acide. L’observation de « gel beads » ou boulettes de gel, caractéristiques des 
processus de démixtions spinodales, est peut être due à un mélange trop rapide, à une 
sursaturation locale accidentellement produite au cours d’un mélange, ou à des impuretés? 
Leur présence n’est cependant pas franchement étonnante dans la mesure ou nous sommes 
proches de la zone de précipitation, loin à l’intérieur de zone de démixtion. 
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Fig. 6.A.2.1. Morphodrome du BPTI en ammonium sulfate, tampon Na Borate 80mM, pH 9,6, 
20°C 
 
 
6.B. Interactions inter-protéines et oligomérisation à pH neutre et basique   
 
Les cristaux de BPTI à pH neutre et basique ayant le monomère pour unité 
asymétrique, et ne présentant pas de décamère de type acide, ni aucune de ses sous divisions 
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(pentamère, dimère), il est simple de penser que seul le monomère est présent en solution dans 
ces conditions. Rappelons que jusqu’à aujourd’hui seule une étude (Gottschalk et al. 2003) a 
porté sur le thème de l’oligomérisation du BPTI à pH basique, et que cette étude conclut à 
l’existence de cette protéine dans ces conditions sous forme de monomère, de décamères, et 
de N*décamères, comme à pH acide (d’après ces auteurs, contrairement aux travaux 
préliminaires de Tanaka et al. 2002). Dans la partie suivante nous allons déterminer les 
facteurs de structures à pH neutre et basique, en supposant un facteur de forme monomérique 
pur. 
 Les facteurs de structure sont déterminés comme le quotient des courbes d’intensité 
diffusée par les courbes d’intensité diffusée les moins concentrées (celle où le facteur de 
structure sera théoriquement le plus unitaire), convenablement normalisées en CBPTI. Ces 
courbes joueront donc le rôle de facteurs de forme.  
Nous serons aussi amenés à proposer une interprétation de nos résultats en termes 
d’oligomérisation du BPTI, à ces pH.   
Toutes les expérimentations à pH neutre et basique sont réalisées à 20°C. 
 
6.B.1. Facteurs de structure à pH neutre 
 
 Les expérimentations à pH 7,4 ont été réalisées sans sel et en présence de KSCN 350 
mM, en Tampon HEPES 50mM. Dans la Fig. 6.B.1.1. nous présentons les clichés de DXPA 
correspondants, normalisés de manière à se couper vers 0,04Å-1. 
La forme de la série sans sel rappelle une série de courbes grossièrement 
monomériques en régime répulsif. Néanmoins, une observation plus attentive révèle que les 
courbes de la série ne se superposent pas bien, même aux plus grands angles. De manière 
générale, et même aux plus grands angles, il semble que la pente des courbes soit d’autant 
plus forte que la concentration est basse. Ceci peut s’expliquer par la présence d’un éventuel 
facteur de structure, comme on va le voir. 
La série en KSCN 350 mM présente un fuseau dont le point de recoupement se trouve à un 
angle (0,013Å-1) qui ne correspond à aucun angle isobestique (monomère/n-mère) répertorié, 
ce qui indique que le fuseau est plutôt un effet d’interactions qu’un effet d’oligomérisation 
des  espèces en solution. 
 
Chapitre 6 : Oligomérisation et interactions du BPTI à différents pH et conditions de sel ; lien 
avec la  cristallisation 
___________________________________________________________________________ 
 133
1
10
0 0,02 0,04
i.d
. (
u.
a.
)
s (A-1)
C
BPTI
 (mg/ml)
100
50
25
12,5
6,25
Série sans sel normalisée en C
BPTI
1
10
0 0,02 0,04
i.d
. (
u.
a.
)
s (A-1)
C
BPTI
 (mg/ml)
100
50
25
12,5
6,25
Série en KSCN 350mM, normalisée en Concentration
 
                                       (a)                                                                    (b) 
Fig. 6.B.1.1. Clichés de DXPA des solutions à pH 7,4, tampon HEPES 50mM, Décembre 2003 
(LURE). (a) Sans sel                                                                (b) KSCN 350mM 
 
La Fig. 6.B.1.2. (courbes de gauche) présente les facteurs de structures des solutions à pH 7,4, 
sans sel et en KSCN 350mM. Il est clair qu’on passe d’un régime répulsif, sans sel, à un 
régime attractif, en présence de KSCN 350mM, ce qui s’explique qualitativement par l’effet 
d’écrantage. Nous allons ajuster ces séries de facteurs de structures au moyen de potentiels 
DLVO (décrits dans la partie 3.C.), grâce à la procédure mise au point par L. Belloni (Belloni 
1991). Les meilleurs ajustements sont présentés dans la Fig. 6.B.1.2. (courbes de droite). 
Les paramètres qui ont permis de réaliser ces ajustements sont les suivants : 0.064M 
de sel pour la solution « sans sel » et 0.350M pour la solution en KSCN 350mM. La 
concentration en sel n’est pas rigoureusement nulle dans le cas de la solution dite « sans sel », 
dans la mesure ou l’on trouve du sel dans le tampon (typiquement à une concentration de 
l’ordre de 50mM). Nous avons considéré des protéines portant 4.5 charges, comme indiqué 
par l’équation d’Enderson-Hasselbach  (cf. Fig. 3.A.1.1.), de diamètre de 26Å, et un potentiel 
de Yukawa (attraction de Van der Waals) de portée 3Å et de profondeur 3kT (valeurs 
classiques pour une protéine de diamètre 26 Å). 
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(b) en KSCN 350mM 
Fig. 6.B.1.2. Facteurs de structures des solutions à pH 7,4, obtenus par division des courbes 
d’intensité diffusée par les facteurs de formes théoriques Crysol (à gauche), et les meilleurs 
ajustements obtenus par un potentiel DLVO (à droite) pour des monomères de diamètre 26Å, 
portant 4,5 charges positives, un potentiel de Yukawa de portée 3A et de profondeur 3kT. 
(a) Sans sel                                                           (b) en KSCN 350mM  
 
La qualité de l’ajustement des facteurs de structure sans sel est très bonne sur tout le domaine 
angulaire, il est donc probable que dans ces conditions de pH et de sel le BPTI est bien 
présent en solution sous forme de monomères chargés positivement. En KSCN 350mM 
l’ajustement est très bon aux petits angles jusqu’à s=0,03Å-1 environ, puis, tandis que les 
facteurs de structure théoriques forment un faisceau au dessus de l’unité aux alentours de 
0,04Å-1, les facteurs de structure expérimentaux restent au niveau de l’unité, sans remontée 
franche. Ce domaine angulaire étant très bruité, on pourrait attribuer cette absence de 
remontée au bruit.  
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Une autre explication de cette non concordance des facteurs de structure expérimentaux et 
théoriques aux grands angles pourrait être la présence d’un éventuel autre oligomère en 
solution. Dans ce cas, cela impliquerait que le facteur de forme divisé ne soit pas le bon, et à 
fortiori en présence de KSCN 350mM, où l’écrantage produit des interactions plus attractives, 
rendant une association beaucoup plus probable qu’en solution sans sel (où la répulsion 
Coulombienne joue). Rappelons que Gottschalk et al. (Gottschalk et al. 2003) ont conclu à la 
présence du décamère en solution, sur tout le domaine des pH, et surtout à pH basique. Nos 
courbes d’intensité diffusée à pH 7,4 ne présentent évidemment pas le profil et l’évolution 
d’un mélange monomère-décamère tel qu’on peut l’observer à pH acide, cependant il ne peut 
pas être exclu que l’on ait un mélange monomère-oligomère de taille inférieure au décamère 
(dimère, pentamère ou autre…) dont les facteurs de forme sont plus proches du profil du 
facteur de forme du monomère. 
 
6.B.2. Facteurs de structure à pH basique proche du pI 
 
 Dans cette partie nous allons tenter de calculer les facteurs de structures des séries à 
pH basique (9,6 et 10) proche du pI. Plusieurs types de sel sont considérés. 
 
6.B.2.1. Facteurs de structure des solutions sans sel à pH 10 
 
 La Fig. 6.B.2.1.1. présente les courbes d’intensité diffusée à pH 10 sans sel.  
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Fig. 6.B.2.1.1. Clichés de DXPA pris 
pour des solutions sans sel, à pH 10, 
20°C, en tampon Glycine KOH 50mM, 
en décembre 2003 (LURE). 
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nous utiliserons pour facteur de forme un ajustement Crysol de la courbe d’intensité 
diffusée de CBPTI 6,25mg/ml (monomère de  type 1BHC, de paramètres ra=1,626 Å, et 
∆ρ=0,04e-/Å3). Nous présentons dans la Fig. 6.B.2.1.2. les facteurs de structures 
expérimentaux correspondants (à gauche). 
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Fig. 6.B.2.1.2. Facteurs de structure expérimentaux (à gauche) correspondant à la série à pH 
10, sans sel, en tampon Glycine KOH 50mM, en décembre 2003 (LURE).Le facteur de forme 
qui a servi à déterminer les facteurs de structure est un ajustement Crysol de la courbe 
d’intensité diffusée de CBPTI 6,25mg/ml (monomère de  type 1BHC, de paramètres ra=1,626 
Å, et ∆ρ=0,04e-/Å3). A droite, ont voit les facteurs de structures théoriques de type DLVO 
(obtenus par la procédure de Luc Belloni décrite dans la partie 3.C.), pour les paramètres 
suivants : Rayon de la particule=13Å, 1 charge,0,025M/l de sel, un potentiel de Yukawa de 
profondeur 2,5kT et de portée 3Å.  
 
Les facteurs de structure à pH 10, sans sel, présentent un profil de type « attractif », 
avec une remontée marquée aux plus petits angles. La série a pu être ajustée au moyen de 
facteurs de structure de type DLVO, avec des particules de rayon 13Å (ce qui correspond à 
peu près au rayon de giration du monomère de BPTI), portant 1 charge (cela est cohérent avec 
le résultat fourni par l’équation d’Henderson-Hasselbach (cf. Fig. 3.A.1.1.)), avec 25mM de 
sel et un potentiel attractif de Yukawa de profondeur 2,5kT et de portée 3Å (paramètres 
« classiques » pour ce type de protéine). Tous ces paramètres sont cohérents avec les 
conditions expérimentales, mis à part le concentration en sel qui est plus faible qu’en solution. 
Utiliser 50mM de sel dans l’ajustement, avec une charge par protéine si faible, ne permettait 
pas de faire converger la procédure d’ajustement. On peut supposer que dans des conditions si 
attractives, la procédure numérique « simule » une agrégation violente (pour réduire 
l’attraction, nous avons aussi du réduire la profondeur du potentiel attractif de Yukawa). 
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La qualité de l’ajustement est convenable mis à part la profondeur du « ventre » sous l’unité, 
qui est moins profond dans la série expérimentale que dans l’ajustement. Cela est peut être du 
au choix du facteur de forme théorique, qui n’est pas rigoureusement superposé à son modèle 
expérimental, et dont par conséquent nous ne pouvons pas affirmer qu’il corresponde 
exactement au facteur de forme réel.  
La comparaison entre les séries de facteurs de structure  sans sel à pH 7,4 (cf. Fig. 
6.B.1.2.a.)  et 10 nous permet de remarquer qu’un changement de pH faible (2,6 unités pH, à 
proximité du pI) fait passer les interactions de la répulsivité à l’attractivité. Cela confirme la 
domination des interactions coulombiennes (et l’importance de l’écrantage) dans notre 
système. 
 
6.B.2.2. Facteurs de structure des solutions en KSCN à pH 9,6 
  
La Fig. 6.B.2.2.1. présente les courbes d’intensité diffusée en fonction de la CBPTI, en 
présence de KCSN 400 ou 900mM, en tampon NH4 Borate 10mM, Mars 2003 (LURE). 
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Fig. 6.B.2.2.1. Clichés de DXPA des solutions en KSCN à pH 9,6,  Tampon NH4 Borate 
10mM, Mars 2003 (LURE).  (a) KSCN 400mM                                       (b) KSCN 900mM 
 
On ne peut déterminer les facteurs de structures expérimentaux correspondants en choisissant 
la courbe de CBPTI 6.25mg/ml expérimentale comme facteur de forme, car cette dernière est 
trop bruitée, dans le cas de la série  en KSCN 400mM. De plus, il n’est pas possible d’obtenir 
un ajustement Crysol de qualité pour cette courbe, probablement à cause de son caractère 
bruité, et peut être aussi à cause d’une éventuelle dégradation de la protéine par le faisceau. Il 
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est nécessaire d’utiliser la courbe de CBPTI 12,5mg/ml en guise de facteur de forme. Il est 
évident qu’à cette CBPTI, il est possible que le facteur de structure ne soit pas parfaitement 
unitaire, cependant la courbe de CBPTI 12,5mg/ml possède un profil monomérique (comme 
cela est montré dans la partie 4.C.1.3). Il faudra donc garder à l’esprit le fait que les facteurs 
de structure déduits aux plus hautes CBPTI  seront peut être « atténués » par rapport à la réalité. 
Dans le cas de la série en KSCN 900mM, on voit que la courbe de CBPTI ne présente pas un 
profil exactement monomérique (elle est trop « plate »), nous devrons donc utiliser un facteur 
de forme théorique déterminé par Crysol. Le paramètre rayon atomique moyen ra n’ayant pas 
de raison de varier, nous conserverons la valeur 1,626Å déterminée précédemment par 
Hamiaux (Hamiaux et al. 2000), par contre nous laisserons la densité électronique ∆ρ de la 
couche d’eau varier librement. Le meilleur ajustement a été obtenu pour une densité 
électronique ∆ρ=0,04e-/Å3. La Fig. 6.B.2.2.2. représente les deux courbes expérimentales de 
CBPTI 12,5mg/ml en KSCN 400 et 900mM, ainsi que l’ajustement Crysol de cette dernière, au 
moyen d’un facteur de forme théorique de type 1BHC pour les paramètres cités ci dessus. 
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Fig. 6.B.2.2.2. Les deux courbes 
expérimentales de CBPTI 12,5mg/ml en 
KSCN 400 et 900mM, ainsi que 
l’ajustement Crysol de cette dernière, 
au moyen d’un facteur de forme 
théorique de type 1BHC pour les 
paramètres ra=1,626 Å, et ∆ρ=0,04e-
/Å3. 
 
Les deux courbes d’intensité diffusée sont à peu près superposées aux petite angles, à partir de 
0,03Å-1 environ, excepté aux plus petits angles, ou la courbe en KSCN 900mM se redresse, 
indiquant des interactions plus attractives. La principale différence tient aux grands angles, ou 
la courbe en KSCN 400mM ajuste mieux le facteur de forme théorique, que celle en KSCN 
900mM, qui avais pourtant servi pour l’ajustement Crysol. 
 Les facteurs de structures expérimentaux sont présentés dans la Fig. 6.B.2.2.3. 
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Fig. 6.B.2.2.3. Facteurs de structure des solutions en KSCN, à pH 9,6, Tampon NH4 Borate 
10mM, Mars 2003 (LURE).  (a) KSCN 400mM                     (b) KSCN 900mM 
  
Les deux séries de facteurs de structure en KSCN à pH 9,6 présentent une remontée forte aux 
grands angles, aux plus hautes CBPTI, en présence de KSCN 400mM. Les deux courbes de 
CBPTI 33 et 50mg/ml, en présence de KSCN 400mM ne coupent pas l’unité, ce qui n’a pas de 
sens physique. Cela peut indiquer une CBPTI réelle de la solution ayant servi de facteur de 
forme inférieure à 6,25mg/ml. Néanmoins, même en recalant ce facteur de forme en CBPTI, 
nous n’avons pu modéliser les facteurs de structure expérimentaux au moyen de facteurs de 
structure de type DLVO.  
Ce fait et celui que nous n’ayons pas pu obtenir un ajustement Crysol de la courbe de CBPTI 
12,5mg/ml, en présence de KSCN 900mM, peut indiquer deux choses : l’existence d’un 
facteur de structure non unitaire sur l’ensemble du domaine angulaire présentant une forte 
remontée aux grands angles (de type non-DLVO), ou l’inadaptation fondamentale d’un 
facteur de structure purement monomérique pour ajuster ces courbe. Ces observation  sont 
faites aussi dans le cas des solutions en présence de (NH4)2SO4, nous les discuterons donc 
plus en détail dans la partie suivante.  
 
6.B.2.3. Facteurs de structure des solutions en (NH4)2SO4  à pH 9,6 
  
La Fig. 6.B.2.3.1. présente les courbes d’intensité diffusée en fonction de la CBPTI, en 
présence de (NH4)2SO4  400 ou 900mM, en tampon NH4 Borate 10mM, Mars 2003 (LURE). 
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Fig. 6.B.2.3.1. Clichés de DXPA pour des solutions en (NH4)2SO4 à pH 9,6, en tampon NH4 
Borate 10mM, Mars 03. (a) (NH4)2SO4 400mM                     (b) (NH4)2SO4  900mM. 
 
La Fig. 6.B.2.3.2. présente les facteurs de structure de solutions en (NH4)2SO4 400 et 900mM  
à pH 9,6, en tampon NH4 Borate 10mM, (Mars 03, LURE), les facteurs de forme considérés 
étant les ajustements Crysol des courbes expérimentales de CBPTI 6,25mg/ml, avec les 
paramètres δr0=0,027e-/Å3 et ra=1,626Å-1. Les facteurs de structures expérimentaux de la série 
en (NH4)2SO4 400mM ont été lissés au moyen de la procédure « smooth » de Kaleidagraph, 
pour plus de lisibilité.  
Nous avons pu ajuster la série en (NH4)2SO4 400mM au moyen de facteurs de 
structure type DLVO, avec des particules de rayon 13Å portant 2,5charges positives, une 
concentration en sel de 400mM, et un potentiel attractif de type Yukawa de profondeur 2kT et 
de portée 3Å. Ces paramètres sont cohérents avec la réalité. Il apparaît que si la qualité de 
l’ajustement est bonne pour les plus petits angles, aux grands angles elle ne l’est plus, 
notamment en ce qui concerne la solution de CBPTI 50mg/ml. Pour cette raison on ne peut que 
donner un sens qualitatif à l’ajustement. 
Le cas de la série en (NH4)2SO4 900mM est radicalement différent. Dans ces conditions, de 
même que dans le cas des séries en KSCN, on observe un forte remontée aux plus grands 
angles (à l’exception de la courbe de CBPTI 12,5mg/ml en KSCN 400mM). Expliquer ce 
phénomène n’est pas trivial. Il est plausible que la CBPTI réelle de la solution ayant servi de 
facteur de forme soit supérieure à 6,25mg/ml (cela expliquerait que les facteurs de structure 
soient intégralement au dessus de l’unité). Néanmoins, même en recalant les courbes de cette 
façon, on ne parvient pas à obtenir un ajustement convenable (de type DLVO), et durant les 
manipulations au LURE les concentrations ont été testées par D.O. et les dilutions ont été 
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réalisées à partir des mêmes solutions mères pour toutes les séries. Il est donc peu probable 
que cette même erreur ait été commise pour ces 3 séries. 
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(b) (NH4)2SO4  900mM. 
 
Fig. 6.B.2.3.2. Facteurs de structures pour 
les solutions en (NH4)2SO4 à pH 9,6, en 
tampon NH4 Borate 10mM, Mars 2003 
(LURE). La colonne de gauche représente les 
facteurs de structure expérimentaux et celle 
de droite les ajustements théoriques au 
moyen de facteurs de structure de type 
DLVO, pour une particule de rayon 13Å, de 
charge 2,5, une concentration en sel de 
400mM, et un potentiel attractif type Yukawa 
de profondeur 2kT et de portée 3Å.   
(a) (NH4)2SO4 400mM 
(b) (NH4)2SO4  900mM 
 
Une autre interprétation pourrait être que l’impossibilité d’obtenir des facteurs de structure 
ajustable provient d’une inadéquation du facteur de forme monomérique utilisé avec la réalité. 
En effet, les trois séries problématiques sont celles pour lesquelles les conditions 
expérimentales doivent produire les interactions les plus attractives : à pH basique, et en 
présence de fortes concentrations de sel. Dans ces conditions, nous ne pouvons éliminer le 
possibilité d’une oligomérisation du BPTI. Les courbes d’intensité diffusée n’ont pas l’allure 
d’un mélange monomère-décamère tel qu’on l’observe à pH acide, mais pourraient être des 
mélanges du monomère avec un oligomère de plus petite taille, comme par exemple le dimère 
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ou le pentamère, les facteurs de formes de ces espèces étant de profil proche de celui du 
monomère. C’est cette hypothèse que nous allons tester dans la partie suivante. 
Enfin, il faut noter que les solutions en (NH4)2SO4  900mM, aux plus hautes CBPTI , à partir 
d’environ 30mg/ml, sont susceptibles d’être en démixtion (cf. Fig. 6.A.2.1.). Dans ce cas nous 
serions en présence de deux phases de concentrations en protéine différentes (voire en 
concentration en sel différentes, et la modélisation des facteurs de structure par une seule 
composante n’a plus de sens. 
 
6.B.3. Interprétation des séries à pH neutre et basique en termes d’oligomérisation du 
BPTI en solution 
 
 Dans cette partie nous allons présenter des ajustements des courbes d’intensité 
diffusée à pH basique, principalement celles qui n’ont pas pu être interprétées en terme de 
facteur de structure type DLVO dans la partie précédente. 
Nous présenterons dans l’annexe 6.B.3. les ajustements que nous avons réalisés pour les 
autres combinaisons oligomériques et les divers domaines d’ajustement. 
 
6.B.3.1. Série en présence de KSCN, à pH 9,6 
 
 Les ajustements de ces séries au moyen de facteurs de forme théoriques 
monomère/décamère n’ont pas donné de résultat franchement satisfaisant, comme on pouvait 
le prévoir, nous ne les présenterons donc qu’en annexe. 
En revanche, l’utilisation d’une combinaison monomère/pentamère donne de bons résultats. 
Les meilleurs résultats des ajustements de ces courbes par des combinaisons 
monomères/pentamères sont donnés dans le Tab. 6.B.3.1.1., les résiduels correspondants dans 
la Fig. 6.B.3.1.1. Les domaines angulaires d’ajustement sont indiqués dans le tableau. 
L’observation des résiduels en fonction du domaine angulaire d’ajustement ( annexe Fig_A. 
6.B.3.1.1.) nous montre que les courbes de plus basses concentrations ne sont jamais bien 
ajustées, ce qui est sans doute du à leur caractère très bruité. La concordance imparfaite de la 
CBPTI ajustée avec la CBPTI titre renforce encore la conviction que la CBPTI réelle des solutions 
de plus basse CBPTI est inférieure à la CBPTI titre. Aux plus hautes concentrations, les 
ajustements deviennent visuellement acceptables, sans être excellents, néanmoins, seule cette 
combinaison nous a permis d’ajuster les courbes d’intensité diffusée aux grands angles. Aux 
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plus petits angles, nous n’observons pas un comportement monotone des résiduels, ce qui 
laisse supposer un comportement complexe d’éventuels facteurs de structure correspondants.  
 
 CKSCN 400mM 
0,02<s<0,042Å-1 
CKSCN 900mM 
0,025<s<0, 042Å-1 
CB titre  
(mg) 
% Mono 
 
Qi CB ajust 
(mg)  
% Mono 
 
Qi CB ajust 
(mg) 
6,25 100 1,7 3,4    
12,5 100 1,9 9,5 82,3 0,7 10,7 
25 71,1 1,2 22,4 64,2 0,7 26,4 
33 90,0 1,0 32,1    
50 72,8 1,3 50,0 59,4 0,8 50,0 
Tab. 6.B.3.3.1. Résultats des meilleurs ajustements des séries de clichés en KSCN,  pH  9,6, 
tampon NH4 Borate 10mM, Mars 2003 (LURE). Les concentrations choisies comme 
références sont celles des solutions à 50mg. Le domaine angulaire d’ajustement est indiqué 
sous la forme smin<s<smax. Les oligomères utilisés sont le monomère et le pentamère. 
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C
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12,5mg
6,25mg
Série de C
KSCN
 400mM, ajustement 1/5
                   (a) KSCN 400mM, facteurs 1/5        
-1,5
-1
-0,5
0
0,5
1
0 0,01 0,02 0,03 0,04
ré
si
d
s(A-1)
C
BPTI
Série de C
KSCN 
 900mM, ajustement 1/5
50mg
25mg
12,5mg
(b) KSCN 900mM, facteurs 1/5 
Fig. 6.B.3.1.1. Résiduels des ajustements des clichés des solutions de BPTI en KSCN,  pH 9,6, 
tampon NH4 Borate 50mM, Mars 03 (LURE). Facteurs théoriques monomères et pentamères. 
(a) et (b) Résiduels des solutions à 400 et 900mM (resp.)  
 
Malgré la mauvaise qualité des ajustements des solutions des deux plus basses CBPTI, et ce 
pour les deux concentrations en sel, il semble que seul le monomère soit présent dans ces 
conditions. Les meilleurs ajustements de la série en KSCN 400mM, faits avec un mélange 
monomère/pentamère fournissent un taux de monomère de la solution de CBPTI 33mg/ml qui 
ne correspond pas à une décroissance continue du point de vue du taux de monomère, dans 
cette série. Cela est contraire à ce à quoi nous nous attendions : une décroissance du taux de 
monomère avec la CBPTI. Ces éléments ne nous permettent pas de conclure avec certitude à la 
présence d’un mélange monomère/pentamère en solution, sans non plus l’exclure. 
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La Fig. 6.B.3.1.2. représente les clichée de DXPA et les ajustements correspondants.  
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.a
.)
s(A-1)
Série en KSCN 400mM, 
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% MonoCB (mg)
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9033
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10012,5
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10
100
0 0,01 0,02 0,03 0,04
Série en KSCN 900mM, 
Ajustements  1/5
id
 (u
.a
.)
s(A-1)
ajustement
expérimental
% MonoCB (mg)
59,450
64,225
82,312,5
(b) 
Fig. 6.B.3.1.2. Clichés de DXPA en KSCN et les meilleurs ajustements 
monomères/pentamères, à pH 9,6. (a) KSCN 400mM        (b) KSCN 900mM 
   
6.B.3.2. Série en présence de (NH4)2SO4 900mM  à pH 9,6 
 
Nous ajustons les courbes d’intensité diffusée en présence de (NH4)2SO4 900mM par 
une combinaison de facteurs de forme monomère/pentamère et nous présentons les meilleurs 
résultats de ces ajustements dans le Tab. 6.B.3.2.1., et les résiduels correspondants dans la 
Fig. 6.B.3.2.1.  
 
CB titre (mg) % Mono (1/5) Qi CBPTI ajustée (mg) 
6,25 100 1,1 3,7 
12,5 100 1,1 8,6 
25 86,3 1,0 21,3 
33 63,2 0,9 35,5 
50 6,9 0,7 50,0 
Tab. 6.B.3.2.1. Résultats des meilleurs ajustements des séries de clichés en (NH4)2SO4 
900mM, pH  9,6, tampon NH4 Borate 10mM, Mars 2003 (LURE). Les  concentrations 
choisies comme références sont celles des solutions à 50mg. Le domaine angulaire 
d’ajustement est 0,025<s<0,042Å-1, ajustement monomère/pentamère. 
 
De la même manière qu’avec les autres sels, le taux de monomère semble qualitativement 
décroître avec la CBPTI. Il apparaît aussi que les CBPTI ajustées des solutions de basses CBPTI ne 
sont pas cohérentes avec leurs titres. 
 
Chapitre 6 : Oligomérisation et interactions du BPTI à différents pH et conditions de sel ; lien 
avec la  cristallisation 
___________________________________________________________________________ 
 145
-1,5
-1
-0,5
0
0,5
0 0,01 0,02 0,03 0,04
ré
si
d
s(A-1)
Série (NH
4
)
2
SO
4
 900mM, à pH 9,6, ajustement 1/5
50mg
33mg
25mg
12,5mg
6,25mg
C
BPTI
 
 
 
 
 
Fig. 6.B.3.2.1. Résiduels des meilleurs 
ajustements des clichés des solutions de BPTI 
en (NH4)2SO4 900mM, pH 9,6, tampon NH4 
Borate 10mM, Mars 03 (LURE). Le domaine 
angulaire d’ajustement est ,02<s<0,042Å-1. 
 
Dans la Fig. 6.B.3.2.2. nous présentons les courbes d’intensité diffusée expérimentales et 
leurs meilleurs ajustements, déterminés pour le domaine angulaire 0,025<s<0,042Å-1.  
 
 
Il apparaît qu’utiliser une combinaison de facteurs de forme de monomères et de pentamères 
permet d’ajuster convenablement courbes d’intensité diffusée de plus haute CBPTI, aux grands 
angles. Ces ajustements n’ont pas permis de déterminer avec certitude si le BPTI en solution à 
pH basique est oui ou non sous forme de plusieurs oligomères. Il est possible qu’il soit 
présent sous la forme d’un autre oligomère que celui testé ici. Cette partie a simplement pour 
intérêt de montrer une piste éventuelle. Quoi qu’il en soit, si un pentamère est bien présent en 
solution, à pH basique, la forme des résiduels indique que les facteurs de structures des 
solutions contenant un proportion non négligeable de cet oligomère sont inférieurs à l’unité 
aux petits angles. Ceci caractérise des interactions répulsives en solution entre ces 
pentamères. Il n’est donc pas étonnant que dans ce cas de figure, seuls les monomères en 
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Fig. 6.B.3.2.2. Courbes expérimentales et 
leurs meilleurs ajustements, en (NH4)2SO4 
900mM, pH 9,6, tampon NH4 Borate 10mM, 
Mars 03, par des facteurs de forme monomère 
et pentamère, avec le domaine d’ajustement 
0,025<s<0,05Å-1. 
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solution puissent cristalliser, et que l’on ne retrouve pas le pentamère dans la structure 
cristalline. 
Dans la partie suivante, nous allons tenter de relier les résultats obtenus sur 
l’oligomérisation du BPTI et les interactions inter-protéines, avec les propriétés de 
cristallisation connues.    
 
6.B.4. Liens entre type de cristaux et pH 
 
Nous avons montré dans les précédentes parties que le BPTI n’était pas présent à pH 
neutre et basique en solution sous forme d’un équilibre monomère/décamère, mais plutôt sous 
forme de monomère seul, voire d’un équilibre monomère/pentamère. Le pentamère n’étant 
pas retrouvé dans les empilements cristallins du BPTI à pH basique, il semble évident que le 
monomère est l’unité de croissance des cristaux basiques. Le Schéma 6.B.4.2.1. reprend cette 
conclusion. 
 
 
Schéma 6.B.4.2.1. Croissance des cristaux de BPTI à pH basique à partir des monomères en 
solution. Le pentamère, dont la présence en solution n’est pas vérifiée avec certitude, est 
représenté à titre indicatif. 
 
La nucléation de cristaux de BPTI est évidemment favorisée dans les conditions où 
l’on a des interactions de type attractif entre monomères en solution, c’est à dire à pH neutre 
en présence de sel, et a pH basique dans toutes nos conditions. 
Nous présentons dans le schéma 6.B.4.2.2. en guise de conclusion les renseignements obtenus 
sur l’état des protéines en solution, et certaines données structurales.  
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Schéma 6.B.4.2.2. Renseignements obtenus sur l’état du BPTI en solution et les unités de 
croissance cristalline, en fonction du pH. 
 
6.C. Discussion concernant la polémique sur les types d’oligomères présents en fonction du 
pH 
 
Dans la présente partie nous tenterons d’apporter des justifications aux propositions 
que nous avons énoncées dans les parties d’exposition des résultats précédentes. Notamment 
au sujet de la polémique actuelle concernant le lien entre type d’oligomère en solution et le 
mécanisme de cristallisation. 
 
6.C.1. Le taux de décamères croît-t-il  avec le pH ? 
 
Comme nous l’avons mentionné dans la présentation du manuscrit, l’étude de 
l’oligomérisation de BPTI en solution est actuellement l’objet d’un débat. En particulier, 
Gottschalk et al. (Gottschalk et al. 2003) ont réalisé une étude par  résonance magnétique 
nucléaire (NMR) et ont déduit de leurs résultats la présence de décamères loin au dessous de 
la solubilité, et aussi un accroissement de la population de décamère et d’oligomères sous-
critiques plus massifs avec l’augmentation du pH (le Tab. 6.C.1.1. présente les résultats 
expérimentaux de l’article de Gottschalk et al., et la Fig. 6.C.1.1. présente l’évolution des taux 
d’oligomères en fonction de la concentration en sel et de la charge nette), ce qui contredit la 
tendance déterminée par Tanaka et al. (Tanaka et al. 2002). 
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Tab. 6.C.1.1. Résultats expérimentaux de l’article de Gottschalk et al. 2003, x1, x2 et x3 
(resp.) représentent les taux de monomère, décamère ou nmère (resp.). Notons que les Cp* 
(ou concentrations en protéines) ici en mM sont équivalentes à des concentrations de l’ordre 
de 80 à 100mg/ml.     
 
Monomer
decamer
Monomer
decamer
612 10.5
Equivalent pH
 
 
Fig. 6.C.1.1. Evolution des taux d’oligomères 
en fonction : 
(a) de la concentration en sel à pH 4,5. Les 
cercles (resp. carrés) présentent les résultats 
en NaCl à 27°C (resp. 4°C), les triangles 
représentent les résultats en CsCl.  
(b) de la charge nette, liée au pH (l’équation 
d’Enderson-Hasselbach). Les cercles 
représentent les résultats en NaCl <0,1M, les 
carrés représentent les résultats en K2HPO4 
0.1M.  
Ces résultats sont issus du Tab. 6.C.1. de 
Gottschalk et al. 2003 
 
Ces auteurs déduisent de ces données l’évolution de l’énergie libre standard d’association 
comme transcrit dans l’éq. 6.C.1.1. : 
 
])0(
9ln[0 CKRTG −=∆             (éq. 6.C.1.1.) 
 
où la concentration standard est C0=1M.  
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La constante d’association donnée dans l’éq. 6.C.1.2. : 
 
K=x/[10(1-x)10CBPTI9]  (éq. 6.C.1.2.) 
 
avec CBPTI en M/l et x la fraction de décamère, est calculée pour un équilibre 
monomère/décamère sans intermédiaires. ∆G0 est indépendant de CBPTI pour un mélange 
idéal, et Gottschalk et al. (Gottschalk et al. 2003) font cette hypothèse pour pouvoir présenter 
la Fig. 6.C.1.2., qui utilise des données déterminées par ces auteurs à des CBPTI de l’ordre de 
100mg/ml et des données déterminées par Hamiaux et al. (Hamiaux et al. 2000) à des CBPTI de 
30mg/ml seulement. 
 
 
 
Fig. 6.C.1.2. Energie libre standard d’association 
des décamères de BPTI en fonction de la 
concentration en NaCl déduite des taux de 
décamères déterminés par MRD à 27°C pour des 
solutions de CBPTI 100mg/ml environ (cercles, 
Gottschalk et al. 2003) ou par DXPA à 20°C pour 
des solutions de CBPTI 30mg/ml (carrés , Hamiaux 
et al. 2000). Le pH est de 4,5. La ligne est un 
guide pour l’œil. 
 
Gottschalk et al. (2003) déduisent de ces données que la formation des décamères est plus 
favorable à haute concentration en sel de 10 kcal.mol-1, et en particulier l’effet de sel est 
important à des concentrations en sel >0,5M, ou l’écrantage de Debye_Huckel est complet 
(on verra dans la suite que ceci n’est pas vérifié avec ses seuls points (cercles)) . Cette analyse 
vient étayer leurs interprétations et explications de l’augmentation du taux de décamères 
qu’ils observent avec le pH : pour ces auteurs, le canal central des décamères, fortement 
chargé positivement favorise la séquestration d’anions du solvant capables de réduire la forte 
densité positive de charges qui autrement empêcherait la formation de décamères. Le lien 
entre ces considérations et la cristallisation sera fait dans la partie suivante. Néanmoins, la 
force de cet argument est considérablement réduite par le fait que l’hypothèse d’indépendance 
de l’énergie libre en fonction de CBPTI est incorrecte, comme nous le mettons en évidence 
dans la Fig. 6.C.1.3. Cette figure reprend et complète les données de Gottschalk et al. (2003) 
Chapitre 6 : Oligomérisation et interactions du BPTI à différents pH et conditions de sel ; lien 
avec la  cristallisation 
___________________________________________________________________________ 
 150
avec des données qu’Hamiaux et al. (2000) n’ont pas publié dans leurs articles, mais dans la 
thèse de Hamiaux (2000). 
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Fig. 6.C.1.3. Energie libre standard 
d’association des décamères de BPTI 
en fonction de la concentration en NaCl 
déduite des taux de décamères 
déterminés par MRD (Gottschalk et al. 
2003) à 27°C pour des solutions de 
CBPTI 90mg/ml environ (triangles), et 
par DXPA, (Hamiaux et al.) à 20°C 
pour des solutions de CBPTI 30mg/ml 
(carrés), et une série en CBPTI à CNaCl 
1400mM (croix). Les solutions sont à 
pH 4,5, les deux droites sont des guides 
pour l’œil. 
 
La série en CBPTI (à 1400mM NaCl) montre une influence nette de la concentration sur 
l’énergie libre d’association : cette dernière passe en effet de –34 kCal.mol-1 à -29 kCal.mol-1 
lorsque la CBPTI passe de 5 à 50mg/ml, en présence de 1400mM NaCl. En extrapolant 
linéairement cette augmentation à 90mg/ml (la concentration approximative à laquelle 
Gottschalk et al. (2003) réalisent leurs expérimentations), on obtient une énergie libre 
d’association d’environ -24 kCal.mol-1, soit une valeur correspondant à l’ajustement linéaire 
de leurs données (cf. Fig. 6.C.1.3., croix noire). Il apparaît alors que l’augmentation de 
tendance à l’oligomérisation avec la quantité de sel n’est pas nette aux hautes concentrations, 
et surtout qu’elle dépend de la concentration. De plus, ces considérations reposent sur des 
données à pH acide, et le manque de données à pH basique rend la confirmation de leur 
proposition difficile. De ce fait leur explication de l’augmentation du taux de décamères avec 
le pH (basique) n’est pas satisfaisante. Dans ces conditions on peut légitimement se demander 
si l’hypothèse d’auto-associativité totale faite pour le calcul du coefficient d’association K est 
juste. N’existe-t-il pas un intermédiaire d’association ? 
 
6.C.2. Notre proposition concernant l’oligomérisation du BPTI en solution 
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6.C.2.1. Recherche d’un oligomère autre que le monomère et le décamère 
 
 Nous venons de constater que l’hypothèse d’auto-associativité totale du monomère de 
BPTI  en décamère n’était pas parfaitement justifiée. Peut être en effet existe-t-il un 
intermédiaire de réaction, soit entre monomère et décamère, soit au delà du décamère, ce qui 
conduirait à des réactions telles que celles représentées dans la Fig. 6.C.2.1. 
 
1mère*10 2mère*5 10mère
1mère*10 10mèreK
1-x x
K1 K2
1-x-y x y
1mère*10 5mère*2 10mère
K1 K2
1-x-y x y
1mère*n*10 10mère*n (10*n)mère
K1 K2
1-x-y x y
(a)
(b)
(c)
(d)
 
Fig. 6.C.2.1.1. Réactions possibles d’oligomérisation possibles du BPTI en solution.  
 
Ces réactions sont celles qui sont les plus susceptibles de se produire, compte tenu des 
symétries existant au sein du cristal. A partir des données des taux de monomères et de 
décamères déterminés à partir des clichés de DXPA on peut déterminer les coefficients 
d’association qui donnent une indication sur la tendance des réactions. Il est alors possible en 
théorie de reconstituer numériquement le taux de Nmère, à partir d’une série de données telle 
que celles présentées dans la Fig. 6.C.1.3. Nous avons aussi reconstitué un hypothétique taux 
d’oligomères intermédiaires entre le monomère et le décamère (dimère notamment). 
Malheureusement toutes ces tentatives se sont soldées par des échecs, nous n’avons pu obtenir 
de résultats cohérents. L’hypothèse d’un oligomère en solution autre que le monomère et le 
décamère (à pH acide) s’en trouve encore affaiblie, comme nous l’attendions. 
 
Nos résultats tendent donc plutôt à mettre en évidence la présence de monomères seuls 
(voire en équilibre avec une population de pentamère), et à exclure l’existence de décamères 
en équilibre, à pH neutre et basique. Par contre à pH acide on observe bien un équilibre 
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monomère/décamère. Nous contredisons donc Gottschalk et al. (Gottschalk et al. 2003), dont 
nous avons montré la fragilité des arguments, en particulier l’interprétation reposant sur 
l’importance de la séquestration d’anions dans le canal central du décamère à pH neutre et 
basique.  
 
6.C.3. Notion de paramètre d’ordre, et ses implications sur le type d’oligomères 
impliqués dans la nucléation 
 
Dans sa revue sur la nucléation, Veklilov (Veklilov 2004) met en exergue deux 
paramètres : d’une part le paramètre densité de particules en solution dans une zone donnée de 
l’espace, d’autre part un paramètre d’ordre, traduisant l’arrangement des particules en une 
structure plus ou moins proche d’une structure cristalline. La mesure du taux de nucléation 
d’une solution de Lysozyme au cours d’une démixtion thermo-induite, montrant une 
augmentation du taux de nucléation jusqu'à la binode, puis une diminution lui permet de 
déduire qu’il existe une certaine densité de particules en solution optimale pour favoriser le 
plus haut paramètre d’ordre (juste au dessus de la binode en l’occurrence).   
La notion de paramètre d’ordre est particulièrement intéressante dans le cas du BPTI en 
solution, qui est une particule ayant tendance à l’auto-association. Une solution subissant une 
oligomérisation peut être comprise comme un mélange de deux espèces, dans le cas du BPTI 
à pH basique tel que vu par Gottschalk et al. (Gottschalk et al. 2003) un mélange 
monomère/décamère. Du point de vue du monomère, l’oligomérisation correspond à une 
baisse de sa densité, sans augmentation de son paramètre d’ordre à priori (on ne se rapproche 
pas de la binode). Du point de vu du décamère une oligomérisation représente (naturellement) 
une augmentation de densité et de paramètre d’ordre. Globalement au niveau du paramètre 
d’ordre il est évident que l’association de l’espèce la plus proche de l’ordre trouvé dans le 
cristal est beaucoup plus favorable (i.e. le décamère, que l’on retrouve dans le cristal à pH 
acide). Il apparaît donc que la théorie de Gottschalk et al. (Gottschalk et al. 2003) (nucléation 
de monomères dans des solutions basiques présentant un équilibre monomère-décamère-
Nmère) est tout à fait paradoxale et en contradiction avec les principes énoncés par Vekilov 
(Vekilov 2004). 
 
 
 
 
Chapitre 6 : Oligomérisation et interactions du BPTI à différents pH et conditions de sel ; lien 
avec la  cristallisation 
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Conclusion et perspectives 
 
Dans ce chapitre nous avons dans un premier temps mis en évidence les 
caractéristiques des zones de démixtion du BPTI en fonction du pH. Nous avons que le 
morphodrome obtenu pour une solution de BPTI à pH basique en (NH4)2SO4. présente une 
zone de démixtion, insensible ou peu sensible à la température, contrairement au cas du pH 
acide. Nous avons aussi observé dans les conditions de haute concentration en sel l’apparition 
de « gel beads », caractéristiques d’une démixtion de type spinodale. 
Nous avons aussi confirmé l’absence d’oligomère de type décamère à pH basique ou 
neutre, contrairement au cas pH acide. Nous avons interprété nos résultats en terme de 
monomère en interactions répulsives, à pH neutre sans sel, et attractives  à pH neutre avec sel, 
et à pH basique. Nous avons aussi proposé la présence éventuelle en solution de pentamères, à 
pH basique dans des conditions de haute salinité. Ces propositions sont contraires à celles 
faites par Gottschalk et al. Ces résultats permettent d’expliquer les propriétés de cristallisation 
de notre système à pH basique : La cristallisation de cristaux « basiques » de type I, II et III se 
fait à partir des monomères en solution, qui présentent des interactions attractives., 
contrairement au cas du pH acide ou la cristallisation se fait à partir des décamères en 
solution. 
Dans le futur il pourrait être intéressant de déterminer si la présence de pentamères, ou 
d’autres oligomères se confirme à pH basique, par DXPA, ou HPLC. 
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CHAPITRE 7 : CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 
7.A. Conclusion 
 
Cette thèse a entièrement porté sur le BPTI, une protéine modèle dont l’intérêt réside 
dans l’originalité de ses propriétés physico-chimiques. Ceci peut paraître paradoxal, dans la 
mesure où l’une des conditions d’acquisition du statut de « modèle », pour une protéine, est la 
présence de caractéristiques communes à la majorité des protéines. Si donc il n’est pas 
nécessairement possible de tirer du comportement du BPTI des lois générales, vraies et utiles 
dans l’optique de cristalliser d’autres protéines, en revanche il sera nécessaire d’utiliser 
originalement les outils, les concepts impliqués dans les études « cristallogénétiques ».  
Mon travail consistait à apporter un éclairage sur la relation entre transition de phase 
liquide-liquide et cristallisation du BPTI en solution. Pour cela nous avons étudié les trois 
aspects suivants : étude des diagrammes de phases et de certaines propriétés 
cristallographique du BPTI ; Oligomérisation en solution pour différents pH, en démixtion ou 
non ; interactions inter-protéines en solution, et lien avec les propriétés de cristallisation du 
BPTI. C’est dans cet ordre que nous allons présenter nos conclusions : 
 
7.A.1. Diagrammes de phases, propriétés macroscopiques et propriétés 
cristallographiques des solutions de BPTI 
 
7.A.1.1. Diagrammes de phase et propriétés macroscopiques 
 
Nous avons pu déterminer les diagrammes de phases ou les morphodromes du BPTI à 
pH acide (KSCN 350mM, CBPTI en fonction de la température) et basique ((NH4)2SO4, CBPTI 
en fonction de la CAS).  
Plusieurs propriétés intéressantes sont apparues : à pH acide, dans les conditions citées, 
comme dans d’autres sels, il existe plusieurs polymorphes ayant des solubilités de 
comportement opposé. Une zone de démixtion thermo-induite a aussi été mise en évidence et 
entièrement délimitée par séparation mécanique de phases (branches à basse et à haute 
concentrations), dans laquelle on n’observe pas de nucléation de cristaux. Nous avons mis en 
évidence la possibilité de générer la démixtion par deux mécanismes distincts : un mécanisme 
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binodal, et un mécanisme spinodal, dont nous avons caractérisé les effets sur les phases 
denses : décantation dans le cas du mécanisme spinodal, et pas dans l’autre cas.  
A pH basique, nous avons aussi observé l’existence d’une zone de démixtion, par contre on 
n’a observé aucune influence notable de la température sur celle-ci. 
 
7.A.1.2. Rappel de quelques propriétés cristallographiques 
 
 Il a été déterminé au cours de précédentes études que les unités asymétriques des 
cristaux acides étaient les décamères ou les pentamères, les décamères se retrouvant dans tous 
les cas dans l’empilement cristallin. 
Par contre dans le cas des cristaux basiques ces décamères et pentamères ne se retrouvent pas. 
Nous avons proposé des explications basées sur les interactions inter-protéines pour rendre 
compte de ces propriétés (cf. suite de la conclusion). 
 
7.A.2. Oligomérisation du BPTI en solution 
  
Le premier objectif de mon travail consistait à tenter d’apporter une réponse à la 
question préliminaire de l’oligomérisation de la protéine en solution, que celle-ci soit claire ou 
démixée. Pour cela nous avons mené des études par DXPA et par séparation mécanique de 
phases. 
 
7.A.2.1. Hors démixtion 
 
 A pH acide en KSCN 350mM, nous avons confirmé la présence du BPTI en solution 
sous forme de deux oligomères uniquement, le monomère et le décamère. De plus, nous 
confirmons que les proportions d’oligomères sont insensibles à la température  
A pH neutre ou basique, nous avons aussi confirmé l’absence d’oligomère de type décamère,  
et nous avons interprété nos résultats en terme de monomère (voir d’équilibre 
monomère/pentamère à pH basique en conditions très salines), contrairement aux propositions 
actuellement faites par Gottschalk et al. 
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7.A.2.2. En démixtion 
 
A pH acide, nous avons pu analyser séparément les deux phases démixées, et nous 
avons montré le caractère purement décamérique de la phase dense, tandis que la phase légère 
est comme on s’y attend un mélange monomère-décamère.  
 
7.A.3. interactions inter-protéines en solution et lien avec les propriétés 
cristallographiques du BPTI 
 
 La détermination des interactions inter-protéines, délicate dans le cas de notre système 
à plusieurs oligomères et parfois biphasique, permet de proposer des explications concernant 
les propriétés de cristallisation du BPTI. Elle est effectuée par ajustement des facteurs de 
structure des clichés de DXPA. 
 
7.A.3.1. Hors démixtion 
 
A pH acide, nous avons montré que les interactions étaient de type DLVO attractives, 
en particulier entre décamères, ce qui permet d’expliquer les propriétés de cristallisation du 
BPTI, à partir des décamères, à ce pH.  
Dans le cas du pH neutre, nous avons montré que les interactions inter-monomères 
sont de type répulsif en solution, sans sel, tandis qu’elles sont de type attractif dans les 
solutions en présence de sel. A pH basique, nous avons montré que les interactions restaient 
attractives quel que soit la concentration en sel. Nos ajustement de facteurs de structure nous 
permettent de montrer que ces interactions sont comprises dans le cadre de la théorie DLVO. 
Ceci suggère une explication des propriétés de cristallisation à partir des monomères de notre 
système à pH basique. 
 
Donc quel que soit le pH, en conditions de cristallisation, les interactions sont bien attractives 
entre unités de croissances : décamères à pH acide et monomères à pH neutre et basique. 
 
7.A.3.2. En démixtion à pH acide 
 
Dans la  phase dense des solutions démixées, nous avons montré la nature répulsive 
des interactions (type DLVO) inter-décamères, ainsi que la nature attractive du comportement  
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des interactions dans la phase légère, en particulier entre décamères. Nous avons encore 
montré que dans la phase dense, la fraction volumique protéique était proche de celle existant 
dans le cristal. Ces éléments  nous permet d’expliquer, en nous appuyant sur la théorie de la 
nucléation, que malgré l’augmentation du paramètre densité dans les phases denses, les 
interactions répulsives empêchent toute cristallisation (soit toute augmentation du paramètre 
d’ordre),  tandis que la phase légère se situe en zone métastable de nucléation. Par conséquent 
toute cristallisation en zone de démixtion est très peu probable (ce que nous avons observé). 
La zone de cristallisation préférentielle est donc située au dessus de la binode, ou une forte 
sursaturation et des interactions globalement plus attractives sont attendues. Dans cette zone, 
les décamères s’associent pour former des cristaux. 
 
7.B. Quelques perspectives 
 
Les possibilités de continuation de ce travail sont nombreuses, nous en énonceront 
quelques unes ici : 
 
Une étude portant sur la détermination des interactions dans les solutions démixées à 
pH  basique, permettrait sans doute de comprendre pourquoi à ce pH on observe une 
cristallisation en démixtion, contrairement au cas du pH acide. A pH basique toujours, il 
faudrait déterminer de manière précise les diagrammes de phase. 
 
Une étude récente (Pullara et al. 2005) montre la dépendance de la fréquence de 
nucléation en fonction de la température spinodale, qu’en est il dans notre système pour lequel 
la démixtion inhibe la cristallisation?  
 
 Enfin, des études au niveau moléculaire permettraient certainement de mieux 
comprendre la différence de comportement du BPTI en fonction du pH, notamment vis à vis 
de l’association et de la dépendance en température. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Et pour conclure, mes frères, je citerai Saint Jean, dans son Epître aux 
Chercheurs, Livre LXXIII, 2-3, psaume 8 :  
 
« […] Et le 15éme jour, épuisé par une dure semaine, Dieu créa le BPTI. 
Se demandant quelle utilité cette protéine pourrait bien avoir dans son 
Oeuvre, il la jeta au hasard dans une solution saline, et constata avec 
effroi qu’elle s’auto-associait. Stupéfait d’horreur et devinant un méfait 
du Malin, il décida d’enfouir la protéine diabolique au plus profond du 
plus épais des animaux : le pancréas du bovin, là où les Hommes ne 
pourraient jamais l’atteindre. Rasséréné, il décida alors de s’accorder un 
jour de congé supplémentaire. »   
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In the field of protein crystallization, a better knowledge of the 
nucleation process is essential to control the nucleation rate, the 
growth and therefore the size and the quality of crystals. With that 
aim, it becomes clear that the important stage is the determination of 
the protein phase diagram. We highlighted and investigated the 
bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI) binary liquid-liquid phase 
separation in 350 mM KSCN solutions as a function of temperature. 
We measured the low concentration part of the binodal curve using 
light scattering and optical microscopy. We show, from small angle 
X-ray scattering experiments, that the high concentrated phase 
sediments in the bottom of the capillary and we analysed the low 
concentrated phase in terms of monomers/decamers equilibrium. 
 
Keywords: BPTI, liquid-liquid phase separation, small-angle X-ray 
scattering 
 
 
1. Introduction 
 
One of the challenging tasks in protein crystallization is to control 
the nucleation rate, the objective being to obtain a few crystals in 
solution near the equilibrium state, in order to control the growth and 
therefore the size and the quality of crystals. 
Recent works (Muschol & Rosenberger, 1997; Haas & Drenth, 
1999) suggest that a metastable liquid-liquid (L-L) phase separation 
or demixing can affect nucleation. The nucleation is expected to be 
different above and below the coexistence or binodal curve. 
Experimental results and simulation calculations seem to indicate 
that nucleation is enhanced in the vicinity of this curve (Wolde & 
Frenkel, 1997; Haas & Drenth, 1999; Galkin & Vekilov, 2000). 
After the work of Lafont on solubilities and “precipitation” of 
the bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI) in KSCN solutions 
(Lafont et al., 1997), we recently found out a L-L phase separation 
in the BPTI phase diagram as a function of temperature and BPTI 
concentration in 350 mM KSCN at pH 4.9. It is the first time that 
this transition was observed for BPTI. 
In the present work, we have characterized this BPTI L-L phase 
separation, using light scattering and optical microscopy. We have 
measured the cloud point temperature (Tc) and then determined the 
binodal curve of BPTI solutions in 350 mM KSCN at pH 4.9. We 
also present preliminary results using small angle X-ray scattering 
(SAXS) to put in evidence this L-L phase separation. It is now well 
established that BPTI particles in acidic solution are a mixture of 
monomers and decamers (Hamiaux et al., 2000). The fraction of 
decamers was found to increase with increasing protein 
concentration (Hamiaux, 2000). 
The growth unit in acidic conditions is the decamer (Hamiaux et 
al., 2000; Budayova-Spano et al., 2002), so it is probable that 
nucleation kinetic is strongly related to the decamer quantity in 
                                               
#
 Laboratory associated to the Universities Aix-Marseille II and III 
solution. Therefore, it is interesting to follow the variation of the 
proportion of BPTI monomers and decamers present in solution 
during the L-L phase separation. 
 
2. Materials and methods 
 
2.1 Protein solutions 
 
BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor, 6511 Da, pI = 10.5) was 
supplied as a lyophilized powder by Bayer and used as received 
without further purification. Proper amounts of BPTI and KSCN 
were dissolved in pure water (ELGA UHQ reverse osmosis system) 
to obtain stock solutions needed for phase separation trials and 
SAXS experiments. The different solutions were buffered with 
acetic acid to 80 mM, adjusted to pH 4.5 with NaOH (1M) and 
filtered through 0.22 µm Millipore filters. After dissolution of BPTI, 
the pH was 4.9. The BPTI concentration was controlled by optical 
density measurements using an extinction coefficient of 0.786 
cm2.mg-1 at 280 nm. In all the study, the salt concentration was fixed 
at 350 mM KSCN and the pH at 4.9. 
 
2.2 Phase diagram determination 
 
Binodal curves for the two liquid phases were determined by 
recording the variation of the scattering intensity at 90° (static light 
scattering) as a function of time and temperature. The appearance of 
liquid droplets when decreasing the temperature induces a jump in 
the scattering intensity. Hence, we note this temperature as Tc. On 
raising the temperature after the L-L phase separation above Tc, the 
cloudiness responsible for the strong signal peak readily 
disappeared. The experimental setup for light scattering experiments 
(SEM 633, Sematech-France) was previously described (Veesler et 
al., 1993). Several points were verified by a direct observation of 
BPTI solutions in a thermostated cell under an optical microscope 
(Nikon Diaphot). 
 
2.3 Small-angle X-ray scattering 
 
2.3.1 SAXS experiments 
 
X-ray scattering curves were recorded on the SAXS instrument D24 
using the synchrotron radiation emitted by the DCI storage ring at 
the Laboratory for Synchrotron Radiation, L.U.R.E. (Vachette, 1979; 
Boulin et al., 1986; Depautex et al., 1987; Dubuisson et al., 1997). 
DCI storage ring was operated at 1.85 GeV and 320 mA. The 
sample-detector distances were 1605 and 1870 mm and the 
wavelength of the X-rays was 1.488 Å. The curves were scaled to 
the transmitted intensity; the background (i.e. salt-buffer signal) was 
subtracted from the scattering curve of BPTI-salt-buffer mixtures. 
The total normalized intensity I(c,s), scattered by a solution of 
monodisperse spherical particles at a scattering angle 2θ, can be 
expressed as a function of the modulus of the scattering vector s, s = 
2λ-1sinθ, and of the particle concentration c by: 
 
I(c,s) = I(0,s)xS(c,s)   (1) 
 
I(0,s), the intensity scattered by one particle, is the Fourier transform 
of the spherically averaged auto-correlation function of the electron 
density contrast associated with the particle and is usually called the 
particle form factor (Luzzati & Tardieu, 1980). S(c,s), usually called 
the solution structure factor, reflects interactive effects due to 
attractive or repulsive interactions between particle (Tardieu, 1994).  
Note, that for a polydisperse solution made of two protein 
oligomers, the total form factor is the sum of the form factors of the 
two oligomers, weighted by their respective quantities. 
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2.3.2 Simulation procedure 
 
Calculated form factors for BPTI monomer and decamer were 
obtained using CRYSOL program (Svergun et al., 1995) from a set 
of crystallographic coordinates (PDB entry 1BHC; Hamiaux et al., 
1999). At very low angles, (s < 0.01 Å-1), interparticle interactions 
may perturb the scattering intensity and affect the form factor. To 
minimize this effect, we will only consider the angle range from 0.01 
to 0.035 Å-1. The experimental curves were systematically fitted as a 
linear combination of monomers and decamers as described by 
Hamiaux (Hamiaux et al., 2000). For this study, the fitting curve 
procedure was performed using an IDL software (Research systems). 
For every linear combination, the fit residual χ2 was calculated, 
according to the following equation: 
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where N is the total number of experimental points, y is the 
experimental value, yj the corresponding simulated value, and 1/σj 
the weighting value, and σj the experimental error. The best fit 
corresponds to the smallest χ2, and in every case, the plot of 
residuals, corresponding to a normalized difference between the 
experimental curve and the fit, was generated to control visually the 
good quality of the fit. 
Two main pieces of information were taken into account for the 
fitting procedure: the protein quantity that contributed to the 
scattering of the X-rays (the sum of the mass coefficients attributed 
to monomer and decamer form factors, i.e. the calculated 
concentration), and the percentage of decamers. 
 
 
3. Results  
 
3.1. L-L phase separation and phase diagram 
 
Figure 1 shows the appearance of droplets in a supersaturated 
solution of BPTI, when the temperature is decreased. The 
temperature of appearance of droplet is denoted Tc (the cloud point 
temperature) . Note that this transition is metastable, the crystal is 
the stable phase (the monoclinic crystal present in the micrographs 
was seeded prior to the demixing experiment). 
Cloud point data were obtained by light scattering (Lafont et al., 
1997 and this study). In Figure 2, solubility and cloud point data for 
BPTI are presented. Due to the protein solution instability with 
respect to crystal nucleation at high concentrations (above 120 
mg.ml-1), the high concentration part of the binodal curve was not 
established. The KSCN concentration in the low concentration phase 
was checked by measurement of the refractive index after the liquid-
liquid phase separation, and no significant variation was found. This 
confirms that this is a binary L-L phase separation and not a salt 
repartitioning. 
 
3.2. SAXS experiments 
 
SAXS experiments were performed for three initial BPTI 
concentrations, 21, 15 and 10 mg.ml-1, in the temperature range from 
30 to 5°C. According to Figure 2, solutions at 21 and 15 mg.ml-1 
lead to a binary L-L phase separation. The solution at 10 mg.ml-1 
does not undergo a phase separation and was used as a reference for 
simulations. The variation of the SAXS intensity of BPTI solutions 
at 21 mg.ml-1 are plotted versus angle s (Å-1) for temperatures 
ranging from 30°C to 5°C (Fig. 3). A drastic effect appeared at all 
angles below 20°C. From Figure 2, at 21 mg.ml-1 of BPTI in KSCN 
350 mM, the cloud temperature is Tc = 17°C. 
 
  
 
 
Figure 1 
Observation by optical microscopy of the apparition of droplets of the protein 
rich phase in a supersaturated solution of BPTI (24 mg.ml-1, 350 mM KSCN, 
pH = 4.9) when decreasing the temperature: (a) T = 20°C and (b) T = 15°C. 
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Figure 2 
Phase diagram for BPTI with 350 mM KSCN. Open circles: solubility of 
monoclinic BPTI from Lafont et al., 1997. Triangles: cloud point data. Lines 
are only guidelines. 
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Figure 3 
Evolution of SAXS curves as a function of temperature, in the range 30 to 
5°C for a solution of BPTI at 21 mg.ml-1 with 350 mM KSCN. In this 
condition, the cloud temperature is Tc = 17°C. The curve recorded at 25°C is 
identical to that at 30°C, the dashed line corresponds to the curve recorded at 
15°C. Note that no isoscattering point is observed because the represented 
curves are not normalised by the quantity of BPTI irradiated by X-rays, 
which quantity can vary (see text). 
 
3.3. Curve fitting 
 
Figure 4 shows the computed form factors for pure solutions of 
monomers and decamers, together with the mixture of monomers 
and decamers which displays the best agreement with the 
experimental curve of BPTI 21 mg.ml-1, KSCN 350 mM. All results 
- percentage of monomers and decamers and final concentration - are 
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summarized with the initial concentration condition and temperature 
in table 1 and Figures 5 and 6. The procedure described in section 2 
allows us to follow the evolution, during the experiment, of the BPTI 
concentration of the solution irradiated by X-rays (Fig. 5), together 
with the monomer/decamer proportion of BPTI proteins present in 
the solution after the phase separation (Fig. 6). 
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Figure 4 
Calculated curves computed with CRYSOL for decamers (thick line) and 
monomers (dotted line), SAXS experimental curves in 350 mM KSCN at 
20°C, the initial BPTI concentration was 21 mg.ml-1 and the best fit (dashed 
line) considering a mixture of 57.3% of monomers and 42.7% of decamers. 
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Figure 5 
Evolution of the BPTI concentration of the solution irradiated by X-rays from 
SAXS data, versus temperature (see also table 1). The solubility and binodal 
curves are plotted versus temperature in order to place the experimental 
conditions in the phase diagram. 
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Figure 6 
Evolution of the decamer percentage calculated from SAXS data, versus 
temperature (see table 1). 
4. Discussion 
 
The liquid-liquid phase separation of BPTI solutions in 350 mM 
KSCN at pH = 4.9 was investigated by optical microscopy 
observation, light scattering and SAXS experiments. When crossing 
the binodal curve, the solutions become cloudy and droplets 
appeared (Fig. 1). The fitting of the SAXS data allowed us to 
determine the proportion of monomer and decamer in solution and 
the protein concentration into the X-ray beam at different 
temperatures for different initial concentrations. 
 
Table 1 
Results of curve fits for each temperature and initial BPTI concentrations: 
weight fractions of decamer and monomer and calculated BPTI 
concentrations (mg.ml-1). 
 
Initial BPTI concentration 21 mg.ml-1 
Temperature 
°C Monomer %  Decamer % 
Calculated BPTI 
concentration χ
2
 
30 
25 
20 
15 
10 
5 
52.3 
51.8 
57.3 
70.3 
84.1 
94.2 
47.7 
48.2 
42.7 
29.7 
15.9 
 5.8 
21.5 
21.1 
19.3 
17.2 
13.6 
12.1 
1.4 
1.2 
1.3 
1.5 
 0.8 
1.3 
 
Initial BPTI concentration 15 mg.ml-1 
Temperature 
°C Monomer %  Decamer % 
Calculated BPTI 
concentration χ
2
 
25 
20 
15 
10 
5 
68.2 
69.4 
72.4 
87.2 
96.0 
31.8 
30.6 
27.6 
12.8 
 4.0 
14.9 
15.1 
15.3 
12.4 
11.4 
1.1 
1.2 
1.1 
1.1 
1.1 
 
Initial BPTI concentration 10 mg.ml-1 
Temperature 
°C Monomer %   Decamer % 
Calculated 
BPTI 
concentration 
χ2 
30 
25 
20 
15 
10 
5 
82.0 
83.3 
83.0 
84.5 
89.8 
94.6 
18 
16.7 
17.0 
15.5 
10.2 
5.4 
10.0 
10.2 
9.7 
10.6 
10.0 
9.9 
1.1 
1.5 
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Figure 7 
Plot of the fitting residuals  versus s, for a BPTI solution at 21mg.ml-1 with 
350 mM KSCN at pH 4.9 and 30°C. Residuals are computed following R= 
(Iexp – Icalc)/0.5((Iexp + Icalc), where Iexp is the experimental intensity and Icalc is 
the calculated intensity obtained from fit results performed on the angle range 
from 0.01 to 0.035 Å-1, and extrapolated to the low angle area. 
 
To go further with the results plotted in Figure 4, we can 
compare experimental and calculated curves over the whole s-range, 
as shown in Figure 7, where the residual between experimental and 
calculated data are plotted. The calculated intensity is found to be 
weaker than the experimental data in the low s region. This confirms 
that, at very low angles s < 0.01 Å-1, interparticle interactions affect 
the form factor. Surprisingly, for the two conditions leading to a 
liquid-liquid phase separation, the calculated concentrations decrease 
during the experiment (Fig. 5). By optical observation, no crystals 
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were observed in these solutions, so that the decrease of the 
concentration could not be explained by the nucleation and growth 
of crystals (note that in the experiment presented in figure 1 the 
crystal was seeded). The fitted concentration overlaps at and below 
15°C, where both concentrations are considered to undergo liquid-
liquid phase separation. At the same time, both of the fitted 
concentrations change along the binodal curve when the temperature 
is lowered, as if both solutions were the same. By contrast, for the 
reference solution at 10 mg.ml-1 that did not experience liquid-liquid 
phase separation, the fitted concentration does not behave in a 
corresponding manner. All calculated concentrations meet at 5°C, 
and if we extrapolate the binodal, at this temperature, the 
corresponding binodal concentration would be 11 ± 1 mg.ml-1. This 
result is confirmed by the evolution of the decamer percentages in 
BPTI solutions at 21 and 15 mg.ml-1 which meet at 15°C (Fig. 6). 
The evolution of the decamer percentage for the reference solution is 
only due to the temperature variation. From these observations, we 
can conclude that, during the L-L phase separation, the high 
concentrated phase sediments in the bottom of the capillary and only 
the low concentrated phase remains in the X-ray beam. This result 
confirms that the phase separation only concerns the protein. 
Otherwise, if the KSCN concentration should have been 
significantly different in the two phases, the decamer percentage, 
which is highly dependent on the salt concentration (Hamiaux et al., 
2000) should have been different. 
 
5. Conclusion 
 
We evidenced and investigated the binary liquid-liquid phase 
separation of different BPTI solutions in 350 mM KSCN as a 
function of temperature. We measured the low concentration part of 
the binodal curve. We have shown, from SAXS experiments, that the 
high concentrated phase sediments in the bottom of the capillary and 
that only the low concentrated phase remains in the X-ray beam. The 
fitting of SAXS data gave the proportion of monomers and decamers 
in solution above and along the binodal curve. 
In the future we will consider the influence of the decamer 
percentage and liquid-liquid phase separation on the nucleation and 
crystallization of BPTI.  
 
Acknowledgements 
 
We thank Bayer A.G. (Wuppertal, Germany) for providing us with 
BPTI and E.C. (Biotech program, reference BIO4-CT98-0086 
DG12-SSMI) for financial support. We thank Dr P. Vachette 
(LURE-CNRS, Orsay), Dr S. Tanaka (AIST, Japan) for their advice 
in the SAXS experiments and to M.C. Toselli for technical 
assistance. 
 
 
References 
 
Budayova-Spano, M., Bonneté, F., Astier, J.P. & Veesler, S. (2002). J. Cryst. 
Growth, 235, 547-554. 
Boulin, C., Kempf, R., Koch, M. H. J. & McLaughlin, S. M. (1986).  Nucl. 
Instrum.  Methods A, 249, 399-407. 
Depautex, C., Desvignes, C., Feder, P., Lemonnier, M., Bosshard, R., 
Leboucher, P., Dageaux, D., Benoit, J. P. & Vachette, P. (1987). LURE: 
rapport d'activité pour la période Août 1985-1987. 
Dubuisson, J. M., Decamps, T. & Vachette, P. (1997).  J. Appl. Cryst. 30, 49-
54. 
Galkin, O. & Vekilov, P.G. (2000). Proc. Natl Acad. Sci USA, 97, 6277-
6281. 
Haas, C. & Drenth, J. (1999). J. Cryst. Growth, 196, 388-394. 
Hamiaux, C., Prangé, T., Riès-Kautt, M., Ducruix, A., Lafont, S., Astier, J.P. 
& Veesler, S. (1999). Acta Cryst. D55, 103-113. 
Hamiaux, C., (2000) Thèse, Université de Paris XI U.F.R. Scientifique 
d'Orsay. 
Hamiaux, C., Perez, J., Prangé, T., Veesler, S., Riès-Kautt, M. & Vachette, P. 
(2000). J. Mol. Biol. 297, 697-712. 
Lafont, S., Veesler, S., Astier, J.P. & Boistelle, R. (1997). J. Cryst. Growth, 
173, 132-140. 
Luzzati, V. & Tardieu, A. (1980). Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9, 1-29. 
Muschol, M. & Rosenberger, F. (1997). J. Chem. Phys. 107, 1953-1961. 
Svergun, D., Barberato, C. & Koch, M. H. J. (1995). J. Appl. Cryst. 28, 768-
773. 
Tardieu, A. (1994). Neutron and synchrotron radiation for condensed matter 
studies. Vol. III, pp 145-160. Grenoble: Springer-Verlag. 
Vachette, P. (1979). Thèse, Université Louis Pasteur, Strasbourg, France. 
Veesler, S., Marcq, S., Lafont, S., Astier, J.P. & Boistelle, R. (1993). Acta 
Cryst. D50, 355-360. 
Wolde, P.R. & Frenkel, D. (1997). Science, 277, 1975-1978.  
electronic reprint
ANNEXE 4 
___________________________________________________________________________ 
 162
 
ANNEXE 4 
 
1B0C 
MISSING ATOM                                                          
REMARK 470 THE FOLLOWING RESIDUES HAVE MISSING ATOMS(M=MODEL NUMBER;             
REMARK 470 RES=RESIDUE NAME; C=CHAIN IDENTIFIER; SSEQ=SEQUENCE NUMBER;           
REMARK 470 I=INSERTION CODE):                                                    
REMARK 470   M RES CSSEQI  ATOMS                                                 
REMARK 470     ASP A   3    CG    OD1   OD2                                      
REMARK 470     LYS A  15    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     ARG A  17    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     LYS A  26    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     ARG A  39    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     LYS A  41    CD    CE    NZ                                       
REMARK 470     ASP B   3    CG    OD1   OD2                                      
REMARK 470     LYS B  15    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     ARG B  17    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     LYS B  26    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     ARG B  39    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     ASP C   3    CG    OD1   OD2                                      
REMARK 470     LYS C  26    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     LYS D  15    CD    CE    NZ                                       
REMARK 470     LYS D  26    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     ARG D  39    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     ASP E   3    CG    OD1   OD2                                      
REMARK 470     GLU E   7    CG    CD    OE1   OE2                                
REMARK 470     LYS E  15    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     LYS E  26    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     ARG E  39    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     LYS E  41    CD    CE    NZ                                       
REMARK 470     ARG E  42    CD    NE    CZ    NH1   NH2         
 
(a) 
1BZ5 
MISSING RESIDUES                                                      
REMARK 465 THE FOLLOWING RESIDUES WERE NOT LOCATED IN THE                        
REMARK 465 EXPERIMENT. (M=MODEL NUMBER; RES=RESIDUE NAME; C=CHAIN                
REMARK 465 IDENTIFIER; SSSEQ=SEQUENCE NUMBER; I=INSERTION CODE.)                 
REMARK 465                                                                       
REMARK 465   M RES C SSSEQI                                                      
REMARK 465     GLY A    57                                                       
REMARK 465     ALA A    58                                                       
REMARK 465     GLY B    57                                                       
REMARK 465     ALA B    58                                                       
REMARK 465     GLY C    57                                                       
REMARK 465     ALA C    58                                                       
REMARK 465     GLY D    57                                                       
REMARK 465     ALA D    58                                                       
REMARK 465     GLY E    57                                                       
REMARK 465     ALA E    58                                                       
REMARK 470                                                                       
REMARK 470 MISSING ATOM                                                          
REMARK 470 THE FOLLOWING RESIDUES HAVE MISSING ATOMS(M=MODEL NUMBER;             
REMARK 470 RES=RESIDUE NAME; C=CHAIN IDENTIFIER; SSEQ=SEQUENCE NUMBER;           
REMARK 470 I=INSERTION CODE):                                                    
REMARK 470   M RES CSSEQI  ATOMS                                                 
REMARK 470     ARG A  39    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     ARG B  39    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     LYS C  26    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     ARG D  39    CD    NE    CZ    NH1   NH2                          
REMARK 470     LYS E  26    CG    CD    CE    NZ                                 
REMARK 470     ARG E  39    CD    NE    CZ    NH1   NH2   
 
(b) 
Tab_A. 4.C.1.1.2.1.1. (a) Liste des atomes absents dans certains résidus du fichier PDB 
1B0C. (b) Liste des résidus et des atomes absents dans certains résidus du fichier PDB 1BZ5. 
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ANNEXE 6 
 
 0,02<s<0,042 0,025<s<0,042 0,03<s<0,042 
CB titre 
(mg) 
% mono 
(1/10) 
Qi CB ajust 
(mg) 
% mono
(1/10) 
Qi CB ajust 
(mg) 
% mono 
(1/10) 
Qi CB ajust 
(mg) 
KSCN 400mM 
6,25 100 1,7 3,90 100 1,50 3,3 0,0 0,9 3,80 
12,5 100 1,9 9,80 100 1,80 9,31 15,6 1,3 12,0 
25 83,3 1,1 22,5 80,7 1,10 22,9 100 0,9 21,7 
33 93,4 1,0 33,2 91,2 1,00 33,5 79,3 0,9 34,8 
50 85,3 1,2 50,1 83,8 1,30 50,4 97,1 1,3 48,4 
KSCN 900mM 
12,5 96,9 0,7 11,2 88,0 0,7 11,6 71,6 0,7 12,4 
25 85,9 1,1 26,4 83,8 1,2 26,6 100 1,1 25,6 
50 83,3 1,6 49,4 81,0 1,7 50,0 100 1,6 47,5 
Tab_A. 6.B.3.3.1.a Résultats des ajustements des séries de clichés en KSCN, 20°C, pH  9,6, 
tampon NH4 Borate 10mM, Mars 03, par les facteurs de forme théoriques monomères et 
décamère. Les concentrations choisies comme références sont celles des solutions à 50mg, à 
0,025 Å-1 ; smax=0,042 Å-1. 
 
 0.02<s<0.042 0.025<s<0.042 0.03<s<0.042 
CB titre 
(mg) 
% mono 
(1/5) 
Qi CB ajust 
(mg) 
% mono
(1/5) 
Qi CB ajust 
(mg) 
% mono 
(1/5) 
Qi CB ajust 
(mg) 
KSCN 400mM 
6,25 100 1,7 3,4 100 1,5 3,20 100 1,0 2,40 
12,5 100 1,9 9,5 100 1,8 9,00 100 1,7 8,10 
25,0 71,1 1,2 22,4 62,8 0,8 24,0 67,6 0,7 23,6 
33,0 90,0 1,0 32,1 92,6 1,1 31,8 100 1,0 31,0 
50,0 72,8 1,3 50,0 71,4 1,0 51,2 74,5 1,0 50,6 
KSCN 900mM 
12,5 90,9 0,7 10,3 82,3 0,7 10,7 96,1 0,7 10,2 
25,0 70,6 1,0 25,0 64,2 0,7 26,4 60,1 0,8 26,8 
50,0 65,8 1,4 47,3 59,4 0,8 50,0 53,2 0,9 51,2 
Tab_A. 6.B.3.3.1.b Résultats des ajustements des séries de clichés en KSCN, pH  9,6, tampon 
NH4 Borate 10mM, Mars 03, par les facteurs de forme théoriques monomères et pentamères 
4PTI de paramètres Dro=0,028e-/Å3 et Ra=1,78Å. Les concentrations choisies comme 
références sont celles des solutions à 50mg, à 0,025 Å-1. 
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(c) KSCN 400mM, facteurs 1/5 
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(c) KSCN 400mM, facteurs 1/5 
Fig_A. 6.B.3.3.1. Résiduels des ajustements des clichés des solutions de BPTI en KSCN, 
20°C, pH 9.6, tampon NH4 Borate 50mM, Mars 03, par le facteurs de forme 4PTI de 
paramètres Dro=0,028e-/Å3 et Ra=1,78Å. 
(a) et (b) Résiduels des solutions à 400 et 900mM, facteurs théoriques monomères et 
décamères 
(c) et (d) Résiduels des solutions à 400 et 900mM, facteurs théoriques monomères et 
pentamères 
 
 0,02<s<0,042 0,025<s<0,042 0,03<s<0,042 
CB titre 
(mg) 
% mono 
(1/10) 
Qi CB ajust 
(mg) 
% mono
(1/10) 
Qi CB ajust 
(mg) 
% mono 
(1/10) 
Qi CB ajust 
(mg) 
(NH4)2SO4 900mM 
6,25 100 1,2 4,40 100 1,1 4,10 43,9 0,9 4,60 
12,5 100 1,2 9,90 100 1,1 9,50 55,0 0,9 10,6 
25,0 90,7 0,8 23,3 88,1 0,8 23,7 86,9 0,9 23,7 
33,0 82,4 1,6 35,8 82,3 1,7 35,9 100 1,6 34,2 
50,0 82,5 1,6 50,1 81,4 1,7 50,6 100 1,5 48,0 
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Tab_A. 6.B.3.2.1.a Résultats des ajustements des séries de clichés en (NH4)2SO4 900mM, 
20°C, pH  9,6, tampon NH4 Borate 10mM, Mars 03(LURE). Les facteurs théoriques sont 
monomères et décamères. Les concentrations choisies comme références sont celles des 
solutions à 50mg, à 0,02Å-1. 
 
-3
-2
-1
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04
ré
si
d
s(A-1)
s
min
=0.02A-1
s
min
=0.025A-1
s
min
=0.03A-1
Série (NH
4
)
2
SO
4
 900mM, à pH 9.6, ajustement 1/10
50mg
33mg
25mg
12.5mg
6.25mg
C
BPTI
 
 
 
 
Fig_A. 6.B.3.2.1.a Résiduels des ajustements 
des clichés des solutions de BPTI en 
(NH4)2SO4 900mM, 20°C, pH 9,6, tampon 
NH4 Borate 10mM, Mars 03 (LURE). Les 
facteurs de structure utilisés sont les 
monomères et décamères. Les résiduels sont 
décalés pour plus de lisibilité. 
 
 0,02<s<0,042 0,025<s<0,042 0,03<s<0,042 
CB titre 
(mg) 
% mono 
(1/5) 
Qi CB ajust 
(mg) 
% mono
(1/5) 
Qi CB ajust 
(mg) 
% mono 
(1/5) 
Qi CB ajust 
(mg) 
(NH4)2SO4 900mM 
6,25 100 1,2 3,90 100 1,1 3,70 100 1,0 3,30 
12,5 100 1,2 8,90 100 1,1 8,60 100 1,0 8,00 
25,0 90,2 1,0 20,7 86,3 1,0 21,3 100 0,9 20,3 
33,0 71,7 2,0 32,9 63,2 0,9 35,5 60,5 0,9 35,8 
50,0 69,8 1,9 46,6 61,9 0,7 50,0 59,6 0,8 50,4 
Tab_A. 6.B.3.2.1.b Résultats des ajustements des séries de clichés en (NH4)2SO4 900mM, 
20°C, pH  9,6, tampon NH4 Borate 10mM, Mars 03, par les facteurs de forme théoriques 
monomères et pentamères. Les concentrations choisies comme références sont celles des 
solutions à 50mg, à 0,025 Å-1. 
 
-3
-2
-1
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04
ré
si
d
s(A-1)
s
min
=0.02A-1
s
min
=0.025A-1
s
min
=0.03A-1
Série (NH
4
)
2
SO
4
 900mM, à pH 9.6, ajustement 1/5
50mg
33mg
25mg
12.5mg
6.25mg
C
BPTI
 
 
 
 
Fig_A. 6.B.3.2.1.b Résiduels des ajustements 
des clichés des solutions de BPTI en 
(NH4)2SO4 900mM, 20°C, pH 9,6, tampon 
NH4 Borate 10mM, Mars 03, par le facteurs 
de forme monomère et pentamère 4PTI de 
paramètres Dro=0,018e-/Å3 et Ra=1,8Å. Les 
résiduels sont décalés pour plus de lisibilité. 
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ANNEXE 5 
 
T°C 30°C 24°C 20°C 20°C dem. 
rapide 
20°C PPC 
smin 
(A-1) 
% 
mono 
Qi CB 
Ajus
(mg) 
% 
mono 
Qi CB 
Ajus
(mg)
% 
mono
Qi CB 
Ajus
(mg)
% 
mono
Qi CB 
Ajus 
(mg) 
% 
mono 
Qi CB 
Ajus
(mg)
0,020 37,9 2,6 29,8 36,5 2,2 30,2 33,1 2,2 33,0 38,3 40 29,2 49,9 36 18,7
0,025 41,7 0,9 29,9 37,3 1,2 30,8 34,1 1,9 33,3 34,0 24 31,3 52,9 24 19,1
0,030 49,4 0,8 28,7 42,5 0,9 30,2 43,1 1,5 32,1 40,7 16 30,8 74,1 17 17,0
0,035 48,4 0,8 29,1 41,5 0,8 30,7 39,7 0,8 34,0 40,6 12 31,3 79,1 16 16,0
Tab_A. 5.A.2.2.a. Résultats des ajustements des solutions de CBPTI titre 30mg, KSCN 350mM, 
pH 4,5, décembre 2003 (LURE). 
 
-4
-2
0
2
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
ré
si
du
el
s
s(A-1)
30°C
24°C
20°C
20°C, démixtion rapide
15°C, surnageant
s
min
 (A-1)
0,02
0,025
0,03
0,035
Résiduels de la solution de 
C
BPTI
 globale 30mg/ml
 
 
 
 
 
Fig_A. 5.A.2.2.b. CBPTI 30mg, KSCN 
350mM, pH 4,5, décembre 2003 (LURE) 
pour les solutions à 30°C, 20°C et 20°C 
rapidement démixées. 
 
  smin= 0,02Å-1 smin= 0,025Å-1 smin= 0,030Å-1 smin= 0,035Å-1 
 T°C % M Qi % M Qi % M Qi % M Qi 
30 35,1 1,1 35,8 1,1 41,9 1,0 38,4 1,1 
27 34,1 1,3 33,2 1,2 36,9 0,9 36,0 0,9 
25 35,4 1,5 35,1 1,4 35,2 0,9 40,8 1,1 
 
Série à 
40mg 
23 38,6 2,5 39,0 2,4 36,2 1,1 47,2 1,6 
30 44,7 1,4 47,2 1,2 52,7 1,0 55,2 0,8 
25 44,9 1,5 46,9 1,5 55,4 1,1 57,1 0,8 
23 45,5 1,6 46,6 1,7 56,2 1,2 56,9 1,1 
 
Série à 
30mg 
20 47,8 2,7 49,7 2,7 65,7 2,0 64,9 1,6 
22 57,5 1,2 58,6 1,0 56,2 1,0 55,2 1,0 
20 56,3 0,9 55,9 1,0 52,1 0,9 51,3 0,9 
18 60,8 2,1 62,3 2,1 69,3 2,2 63,3 1,8 
 
Série à 
20mg 
15.8 67,0 4,4 70,4 4,4 89,7 4,3 77,1 3,2 
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Tab_A. 5.A.5.2. Taux de monomères et paramètres de qualité des séries d’ajustement, en 
fonction de l’angle minimal d’ajustement, pour les trois séries de CBPTI 40, 30 et 20mg/ml, en 
présence de KSCN 350mM, à pH 4,5. 
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(c) CBPTI 20mgml 
Fig_A. 5.A.5.2.résid. 
Résiduels des séries d’ajustement en fonction de l’angle d’ajustement smin pour des solutions, 
en KSCN 350mM, à pH 4,5, LURE décembre 2003. 
(a) CBPTI 40mg/ml                         (b) CBPTI 30mgml                   (c) CBPTI 20mgml 
 
 
 
 ANNEXE 5 
___________________________________________________________________________ 
  165
-4
-2
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
R
és
id
ue
ls
s (A-1)
Surnageant solution 40mg
Surnageant solution 30mg
Surnageant solution 20mg
s
min
=0,02A-1
s
min
=0,025A-1
s
min
=0,03A-1
s
min
=0,035A-1
 
 
 
Fig_A. 5.B.1.1. Résiduels des phases légères 
des solutions de CBPTI initiale 40, 30 et 
20mg/ml (Décembre 2003) (resp.), en 
présence de KSCN 350mM, à pH 4,5. Les 
températures de démixtion sont 23, 20 et 
15,5°C (resp.). Les ajustements ont été 
réalisés pour un angle maximal  smax=0,05Å-
1. 
 
CB initiale (mg) 40mg 30mg 20mg 
CB légère (D.O.) 26mg 21mg 15.1mg 
T°C démixtion 23°C 23°C 23°C 
s min 
(Å-1) 
% 
mono 
Qi CPPC 
ajustée 
% 
mono 
Qi CPPC 
ajustée 
% 
mono 
Qi CPPC 
ajustée 
0,020 53,4 19 25,3 52,1 27 20,2 65,6 10 16,2 
0,025 54,8 15 25,4 55,9 20 20,5 65,8 7.8 16,3 
0,030 64,9 14 25,2 67,9 17 19,6 78,1 7.0 15,9 
0,035 54,0 11 27,3 75,2 17 18,5 64,5 4.8 17,6 
Tab_A. 5.B.1.1. Ensemble des résultats (pourcentages de monomères, facteur de qualité de 
l’ajustement Qi et CBPTI ajustée ) des ajustements IDL des phases légères des solutions 
centrifugées, en KSCN 350mM, pH 4,5, (Décembre 2003 LURE), à des températures 5°C 
environ supérieures à la température de démixion de chaque solution initiale. Facteurs de 
forme théoriques de type 1BHC, Dro=0,018, Ra=1,626. L’angle maximal d’ajustement est 
0,05 Å-1. 
 
CB solution initiale 40 mg, 23°C 30 mg, 20°C 20 mg, 15,5°C 
smin (Å-1) % 
mono 
Qi C PTC 
(mg) 
% 
mono 
Qi C PTC
(mg)
% 
mono 
Qi C PTC
(mg)
0,020 5,0 38 521 26,7 43 560 13,0 23 829 
0,025 0,0 20 489 11,6 33 559 0,0 17 846 
0,030 7,4 12 493 24,0 30 569 23,4 14 852 
0,035 13,3 12 464 23,3 16 677 21,2 6,7 967 
Tab_A. 5.B.2.2. Résultats obtenus par la procédure d’ajustement numérique pour les 
courbes « expérimentales » de phase très concentrées déduites suivant l’éq. 5.B.2.1. 
Solutions totales de CBPTI 40, 30mg et 20mg, CKSCN 350mM, pH4,5, Décembre 3. smax=0,05 
Å-1. 
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Fig_A. 5.B.2.3. Résiduels des ajustements 
des PTC des solutions totales de CBPTI 40, 
30 et 20mg, CKSCN 350mM, pH 4,5, 
Décembre 3. smax=0.05 Å-1. Avec des FF 
théoriques type 1BHC normalisée de 
manière à avoir Imono(0)=1000=Idéca(0)/10. 
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Fig_A. 5.C.1.3. Résiduels des ajustements 
de facteurs de formes des phases très 
concentrées  « recalculés » suivant l’éq. 
5.C.1.1.  Les phases très concentrées 
proviennent des solutions globales de 
CBPTI 40, 30 et 20mg/ml (resp.), en 
KSCN 350mM, à pH 4,5, à 23, 20 et 
15,8°C, (resp.), LURE Décembre 2003. 
Le domaine d’ajustement est 
smin<s<0,05Å-1. 
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